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ABSTRAKT

Univerzita Karlova

Farmaceutickd fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické chemie a kontroly 1éCiv

Student: Markéta Kerhartova

Vedouci: PharmDr. Marta Kucerova, Ph.D.

Konzultant: PharmDr. Jan Korabe¢ny, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Syntéza novych hybridnich molekul M1 agonisty s inhibitory

acetylcholinesterasy

Alzheimerova choroba (AD) je neurodegenerativni onemocnéni s komplexni
etiologii, postupnou progresi a fatdlnimi disledky, jehoz incidence je celosvétoveé velmi
vysoka. AD postihuje pfedevsim starnouci populaci a manifestuje se postupnym tpadkem
kognitivnich a intelektudlnich funkci. Histopatologické charakteristiky zahrnuji
pfitomnost P-amyloidnich neuritickych plakti, neurofibrilarnich klubek tvofenych
hyperfosforylovanym proteinem t a atrofii mozkové tkané. Hladiny nékterych
neurotransmiterti jsou zménény; sniZzeny v piipad¢ acetylcholinu (ACh), zatimco hladiny
glutamatu jsou zvySeny. V soucasné dobé€ se v rdmci terapie tohoto onemocnéni pouzivaji
dvé farmakologické skupiny 1éCiv: inhibitory acetylcholinesterasy (AChEIs)
a antagonista N-methyl-D-aspartatovych receptori (NMDARSs) — memantin. Ob¢ skupiny
pusobi pouze symptomaticky, a tak nezastavuji progresi onemocnéni. Cilem diplomové
prace bylo pfipravit sérii novych hybridnich molekul spojujicich AChEIs, konkrétné
takrin, 7-methoxytakrin a 6-chlortakrin, s molekulou BQCA — pozitivnim alosterickym
modulatorem M1 subtypu muskarinového ACh receptoru (mAChRs). Inhibi¢ni i¢innost
téchto nove ptipravenych sloucenin vii€i cholinesterasam (ChEs) byla v rdmci in vitro
testovani stanovena Ellmanovou kolorimetrickou metodou a vyjadiena jako ICso.
Pisobeni na mAChRs pak bylo urceno stanovenim koncentrace intracelularniho vapniku
za pomoci fluorescencniho indikatoru. Vysledky prokazaly schopnost nové
syntetizovanych molekul inhibovat ChEs v mikromolarnich a submikromolarnich

hodnotéach ICso, ii¢inek na M1 mAChRs byl ov§em antagonistického charakteru.



ABSTRACT
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Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disorder of complex etiology,
with insidious progression and fatal consequences. Its global incidence rates are very
high, rising in line with the aging population. AD is manifested as a progressive decline
of cognitive and intellectual functions. Histopathological hallmarks include the presence
of B-amyloid neuritic plaques, neurofibrillary tangles composed of hyperphosphorylated
T protein and atrophy of brain tissue. Neurotransmitter levels are decreased in case
of acetylcholine (ACh) while glutamate levels are elevated. Nowadays, there are two
pharmacological groups employed in the treatment of AD: acetylcholinesterase inhibitors
(AChEIs) and antagonist of N-methyl-D-aspartate receptors (NMDARSs) — memantine.
Both groups act only symptomatically, not having disease-modifying effect. The aim
of our study was preparation of a series of novel hybrid molecules combining AChEIs,
namely tacrine, 7-methoxytacrine and 6-chlorotacrine, with molecule BQCA — positive
allosteric modulator of M1 subtype of muscarinic ACh receptors (mAChRs). Inhibitory
effectiveness of the newly synthetized compounds against cholinesterases (ChEs) was
determined in vitro by the Ellman’s colorimetric method and expressed as ICso. The effect
on mAChRs was determined by measurement of intracellular calcium concentration
using fluorescent indicator. The results proved the ability of newly synthesized molecules
to inhibit ChEs in the micromolar and sub-micromolar ICso values, with antagonist

activity towards M1 mAChRs.
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1 Seznam zkratek

7-MEOTA — 7-methoxytakrin

AD — Alzheimerova choroba

ACh — acetylcholin

AChE — acetylcholinesterasa

AChEIs — inhibitory acetylcholinesterasy

ApoE — apolipoprotein E

APP — prekurzor amyloidniho proteinu

AP — amyloid beta

BACE 1 — sekretasa stépici APP, B-sekretasa

BChE - butyrylcholinesterasa, pseudocholinesterasa, plazmaticka esterasa
BOP — (benzotriazol-1-yloxy)tris(dimethylamino)fosfonium-hexafluorofosfat
BQCA — 1-(4-methoxybenzyl)-4-oxo-1,4-dihydrochinolin-3-karboxylové kyselina
CAS — katalytické aktivni misto

CNS - centralni nervovy systém

DMF — N, N-dimethylformamid

DTNB — Ellmanovo ¢inidlo, 5,5'-disulfandiylbis(2-nitrobenzoova kyselina)
hAChE — lidské rekombinantni acetylcholinesterasa

hBChE — lidské plazmaticka butyrylcholinesterasa

HRMS — vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrie

ChAT — cholinacetyltransferasa

ChEs — cholinesterasy

ICs0— koncentrace slouceniny, kterd snizi aktivitu enzymu na 50 % ptvodni hodnoty

mAChRs — muskarinové acetylcholinové receptory



MAPT - s mikrotubuly asociovany protein 1
MBD — doména vazici se na mikrotubuly
MTDLs — multi target directed ligands
nAChRs — nikotinové acetylcholinové receptory
NFTs — neurofibrilarni klubka

NMDARSs — N-methyl-D-aspartatové receptory
NPs — neuritické plaky

PAMs — pozitivni alosterické modulatory
PAS — periferni anionické misto

PHFs — parova helikalni filamenta

PNS — periferni nervovy systém

PS-1 — presenilin 1

PS-2 — presenilin 2

PSENI — gen pro presenilin 1

PSEN2 — gen pro presenilin 2

ROS — volné kyslikové radikaly

RT — laboratorni/pokojova teplota

SAR — vztah mezi strukturou a u¢inkem
SEM — standardni chyba priméru

SI — index selektivity

TEA — triethylamin

THA — takrin

TLC — tenkovrstva chromatografie



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba (AD) je chronické progresivni neurodegenerativni
onemocnéni s komplexni etiologii. Jedna se o typ demence nejbéznéji se vyskytujici
v soucasné populaci; projevuje se zavaznym kognitivnim tpadkem. I pies velmi dobie
popsané patofyziologické mechanismy podilejici se na vzniku tohoto onemocnéni, neni
v soucasné dob¢ stale k dispozici kauzalni 1écba. V kone¢ném dusledku se tedy vzdy

jedna o onemocnéni fatalni.!?

Onemocnéni a jeho neuropatologické a klinické charakteristiky poprvé popsal roku

1906 némecky psychiatr Alois Alzheimer, po némz je také tato choroba pojmenovéna.’

2.1.1 Kilinicka manifestace

AD je onemocnénim s pomalou, postupnou progresi. V rdmci klinické praxe lze
rozliSovat tfi stadia této formy demence: lehké, stfedni a pokrocilé¢ stadium. Spolu
s postupujicim onemocnénim dochazi k zhorSovani kognitivnich funkci, které je natolik
vyrazné, ze zasadnim zptisobem interferuje s béznym zivotem nemocnych. Pacienti ztraci
orientaci v prostoru a ¢ase, maji potize s vyjadfovanim a péci o sebe. Postupné se stavaji
zcela nesobéstaénymi, a tak zlstavaji odkazani na péci svého okoli.* Onemocnéni navic
provazi i fada neuropsychiatrickych ptiznaka jako jsou deprese, halucinace, deziluze
¢i agrese viici okoli.> Nemocni nejéastéji kon&i upoutani na Itizko a zcela zavisli na péci
druhych osob. Dlouhodobou imobilizaci provazi zvySena nachylnost k infekcim véetné
pneumonie, ktera je v kone¢ném diisledku jednou z nej€astéjSich pfic¢in umrti pacientti

s AD.®

2.1.2 Prevalence a incidence
Napfi¢ kontinenty je AD nejrozsifenéjSim typem demence u starnoucich osob
a predstavuje zavazny socidlné-ekonomicky problém pro svétovou populaci. Incidence
vyrazng stoupa s vékem. Naprosta vétSina (> 95 %) postizenych osob je diagnostikovana
ve véku 65 let a vice, u minoritniho po¢tu nemocnych AD nastupuje jiz okolo 50. roku
zivota.” Vyskyt tohoto onemocnéni se neustdle zvySuje, coz souvisi piedevsim
s globalnim starnutim populace. Udaje z roku 2010 uvadi, Ze celosvétové trpi demenci
odhadem 35,6 milionli osob, pfi¢emz se predpoklada, Ze toto ¢islo se bude kazdych 20 let
zdvojnasobovat. V USA dle dat z roku 2015 trpi AD vice nez pét milionti obyvatel.®
3



V Ceské republice byl na konci roku 2014 u¢inén odhad na vice nez 150 tisic osob

s demenci.’

Prevalence AD u osob ve véku 65 let a vice je asi 11 %, ve vékové skupiné starSich
85 let je postizena odhadem jiz tietina. Incidence AD je mezi v§emi vékovymi skupinami
vy$$i u Zen nez u muzd.'® V rdmci regiond je nejvys§i vyskyt demence zaznamenan

v Severni Americe a zdpadni Evropg.”

2.1.3 Rizikové faktory a protektivni vlivy

Vzhledem k vyskytu nemoci u osob vyssiho véku je za hlavni rizikovy faktor
povazovano prave starnuti. Vyznamnym a prokazanym rizikem je vyskyt AD v rodinné
anamnéze a dale vrozené genetické polymorfismy a mutace jako je Downliv syndrom
¢i piitomnost alely &4 apolipoproteinu E (ApoE).!'! Genetické rizikové faktory budou
blize popsany v kapitole 2.2.1.

Pfi¢inou rozvoje AD mohou byt dle provedenych epidemiologickych studii
iurazy hlavy. Zvysené riziko vzniku onemocnéni hrozi Zendm v postmenopauzalnim
obdobi v disledku poklesu estrogenové aktivity a jako rizikové jsou popisovany i faktory
ptispivajici ke vzniku kardiovaskulérnich chorob — hypercholesterolémie, aterosklerdza,
arterialni hypertenze, diabetes mellitus, koufeni ¢i obezita.'? Sviij podil na patogenezi AD

maji ziejmé& i environmentalni aspekty jako napiiklad nizk4 uroven vzdélani.!!

Protektivnim faktorem v rozvoji AD a v celkovém kontextu starnuti jsou aktivity
souvisejici se stimulaci mozkové ¢innosti. RovnéZ fyzickd aktivita miZe sniZzovat rizika
vzniku demence a ma pozitivni vliv na zlepSeni kognitivnich funkci u osob jiz
postizenych demenci. Obecné jsou jako protektivni vlivy AD hodnoceny vSechny
protizanétlivé aspekty. Ptikladem mtiZe byt dlouhodobé dodrzovani nizkokalorické diety,
ktera je spojena s vys$s$i mozkovou neurogenezi a sniZzenou produkei volnych kyslikovych

radikala.®

2.1.4 Diagnostika

Diagnoza se provadi na zakladé podrobného zhodnoceni 1ékaiskych zaznami
a rodinné anamnézy pacienta, rovnéz se zjistuji kognitivni a behavioralni zmény pomoci
série testll a dotaznikd. Do diagnostiky AD patii také neurologické vySeteni. V ramci
diferencialni diagnézy a ke zjiSténi strukturdlnich zmén mozkové tkan€ se provadi

magnetickd rezonance nebo pocitatova tomografie. Z krve ¢i cerebrospinalni tekutiny Ize

4



stanovit specifické biomarkery, které lze identifikovat jiz pied nastupem klinickych
priznaka.'%!3
U pacientti diagnostikovanych ve véku 65 let a vice mluvime o takzvaném

,»pozdnim nastupu AD“. U pacientd, u nichZ se nemoc zacala projevovat diive, hovotime

0 ,,éasném nastupu AD*.!°



2.2 Patofyziologie

Patologické zmény provazejici AD lze rozdélit do dvou samostatnych skupin:

a) poskozeni neurotransmiternich systému

b) strukturalni zmény mozkové tkané.

Zmény funkce neurotransmiterti zahrnuji deficit acetylcholinu (ACh) a stim
souvisejici snizeni aktivity enzymu cholinacetyltransferasy (ChAT, E.C. 2.3.1.6), ktery
je za syntézu ACh zodpovédny. Ve skupiné cholinergnich receptori dochazi k snizeni
poctu nikotinovych receptori (nAChRs), pficemz pocet muskarinovych receptora
(mAChRs) nevykazuje signifikantni zmény. Naruseni funkci cholinergniho systému je
prokazatelné spojeno s poruchami paméti a poklesem kognitivnich funkci. Trvale
alterovan je také adrenergni a serotoninergni systém, coZ ma souvislost
s neuropsychiatrickymi projevy nemoci.'* Dale dochazi k zvyseni hlavniho excitaéniho
neurotransmiteru — glutamatu, a tim i k nadmérné glutaminergni stimulaci, kterd mize

vést k neuronalnimu poskozeni aZ excitotoxicits.!®

Zmény struktury mozkové tkané jsou spojeny s ubytkem neuronii a naruSenim
bunécénych funkei. Tyto zmény se projevuji celkovou atrofii mozku. Ztrata neuroni je
lokalizovéna ve velkych neuronech mozkové kiry a v dalSich vybranych oblastech
mozku, jimiz jsou predevsim amygdala, entorhindlni kira, Meynertovo jadro, locus
coeruleus a hipokampus. Vedle ubytku neuronalnich bunck a synapsi je hlavnim
diagnostickym znakem AD pfitomnost intracelularnich neurofibrildrnich klubek (NFTs),
tvofenych hyperfosforylovanym proteinem tau, a dale wvyskyt extracelularnich
amyloidnich depozit, nazyvanych senilni ¢i neuritické plaky (NPs). V inicidlni fazi
dochazi k formovani NFTs v oblasti transentorhinalni kiiry a nasledné se zmény §iii do
dalgich oblasti, NPs se objevuji az v termindlnim stadiu nemoci.!*!> Tyto patologické

zmény se mohou zagit rozvijet az 20 let pted vznikem klinickych piiznakt nemoci.'”
Problematiku patofyziologie AD podrobné&ji popisuji nasledujici hypotézy.

2.2.1 p-amyloidni hypotéza

Tato hypotéza se zakladd na tvrzeni, ze pfiCinou rozvoje AD je nadmérnd
akumulace peptidu amyloidu 3 (Ap), kterd nasledné vede ke vzniku NPs v mozkové tkani
nemocnych. AP je peptid skladajici se z39-43 aminokyselin a vznikd Stépenim

prekurzoru amyloidniho proteinu (APP) kodovaného na chromosomu 21 (Obr. 1).
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Isoforma Af4o je nejbéznéji se vyskytujici formou, hlavni slozkou NPs je pak isoforma

APao, ktera je hydrofobni a je charakterizovéana rychlou agregaci.'®

APP je komplex transmembranového glykoproteinu, ktery je zpracovavan dvéma
odliSnymi cestami: amyloidogenni (St€épenim APP pomoci p- a y-sekretasy)
a neamyloidogenni (Stépenim a- a y-sekretasou). Prostfednictvim enzymatického Stépeni
APP a- a vy-sekretasou vznikaji rozpustné sAPPa fragmenty, které vykazuji
neuroprotektivni charakter. Stépenim APP B-sekretasou dochazi ke vzniku sAPPP
a membranoveé vazan¢ho proteinového termindlniho fragmentu C99, ten je dale Stépen
y-sekretasou a dava vzniknout monomertim AP o riizné délce.'®!” B-Sekretasa je rovnéz
oznacovana jako B-site APP cleaving enzyme 1 (BACE-1); jedna se o transmembranovou
aspartatovou proteasu a jakozto enzym podilejici se prokazatelné na vzniku AP se zda byt
perspektivnim cilem 1é¢iv pro terapii AD.!® y-Sekretasa je makromolekularni komplex
a katalytickd podjednotka skladajici se ze Ctyf proteint, jednim z nich je i presenilin
(PS)." Presenilin ma dvé formy, a to PS-1 a PS-2. Geny pro presenilin, analogicky
nazyvany PSEN1 a PSEN2, se vyskytuji na chromosomu 14 a 1. Mutace v téchto genech
zapri¢inuje zménénou funkci vy-sekretasy, alteraci zpracovani APP a vede

k signifikantnimu naristu ABas,.'°

Souhrnné Ize fici, Ze mutace v PSEN1, PSEN2 ¢i v genu pro APP vedou
ke zvySené produkci a hromadéni A4, ktery vytvaii NPs a oligomery. Tyto oligomery
narusuji nervove synapse a poskozuji neurony, coz vede k neuronalni dysfunkei, bunécné

smrti a ibytku neurotransmitert. Diisledkem je rozvoj demence (Obr. 2).2°

Dal§im faktorem uplatnujicim se v patogenezi AD v souvislosti s B-amyloidni
hypotézou je polymorfismus ApoE. Jedna se o protein slozeny z 299 aminokyselin, ktery
se ucastni metabolismu lipidi a jejich transportu. ApoE se vyskytuje ve tfech alelach: €2,
€3 aed. Alela ¢4 ApoE je vyznamnym genetickym rizikovym faktorem pro pozdni néstup
AD, ovliviiuje ukladani AP a je prokazateln€ soucasti NPs. V provedenych studiich bylo
dokazano, ze u nosicu alely €4 je depozice AP v mozkové tkani vyraznéjsi a jeho

odbouravani celkové snizeno.?!

Na toxicité AP se podili cela fada dalSich patologickych mechanismi, které
zahrnuji: oxidativni stres spojeny s produkci volnych kyslikovych radikaltt (ROS),
intraceluldrni akumulaci Ca?*, produkci oxidu dusnatého a prozanétlivych molekul,

cerebralni hypoperflizi ¢i aktivaci apoptotickych mechanismi.!”
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Obrazek 1. Zpracovani APP a vznik Af. APP je stépen a-sekretasou a y-sekretasou za vzniku neamyloidnich
peptidii ¢i [-sekretasou (BACE-1) a y-sekretasou za vzmniku neurotoxickych agregujicich monomerii.
Mutace v genu pro APP uprednostiuji zpracovani APP f-sekretasou, mutace v PSEN1/PSEN2 podporuji

Stépeni y-sekretasou. Obrdzek prevzat z citace ».
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Obrazek 2. Hypotéza amyloidni kaskady. Genové mutace zpusobuji nerovnovahu mezi produkci
a odbouravanim Ap, coz vede k jeho ukladani ve formé neuritickych (amyloidnich) plakii a zaniku neuronii.

Obrdazek pievzat z citace >



2.2.2 Tau hypotéza

Tau (1) je protein asociovany s mikrotubuly a jak vyplyva z tohoto oznaceni, jeho
fyziologickou funkci je stabilizace mikrotubuli jakozto zakladnich komponent
cytoskeletu. Funkce proteinu T mize byt ovSem patologicky zménéna (predevSim

hyperfosforylaci), nasledkem &ehoz dochazi k jeho agregaci vedouci k neurotoxicité.?

Pivodnim ptedpokladem bylo, ze t protein je pouze sekundarnim jevem v patologii
AB. Pozd¢jsi in vivo vyzkumy ukézaly, ze ma zasadni vyznam v procesu vzniku
neurotoxicity zprostiedkované AB.%? Mutace t proteinu ma kauzativni ulohu nejen
v rozvoji AD, ale i1 dalSich neurodegenerativnich chorob. Tyto patologické jevy jsou

souhrnné oznacovany jako tauopatie.?

Jak bylo uvedeno vyse, funkci T proteinu je sestavovat tubulinové podjednotky
do struktury mikrotubulil a zajiStovat jejich celkovou stabilizaci. Tato schopnost je
regulovdna stupném jeho fosforylace. t protein je kodovadn genem pro protein
T asociovany s mikrotubuly (MAPT), gen se nachdzi na chromosomu 17 a v mozku je
exprimovén v celkem Sesti isoforméach.?’ Jeho strukturalni souasti je doména vézici se
na mikrotubuly (MBD); ta se sklada ze ¢tyt opakujicich se sekvenci aminokyselin, které
jsou fosforylovany kinasami. Mutaci t© proteinu dochdzi k hyperfosforylaci, a tim
ke snizeni afinity k mikrotubulim. Takto patologicky zménény 1 protein navic
polymerizuje do parovych helikalnich filament (PHFs), které se shlukuji do podoby NFTs
(Obr. 3).'°
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Obrazek 3. Hyperfosforylace proteinu t zpusobuje destabilizaci mikrotubulii a formulaci PHFs, vedouci

ke vzniku NFTs. Obrazek pievzat z citace '°.

2.2.3 Cholinergni hypotéza

Cholinergni hypotéza byla prvni uvedenou hypotézou pokousejici se vysvétlit
patofyziologii AD. Zaklada se na faktu, ze u osob trpicich AD dochazi ke zjistitelnému
poklesu cholinergni aktivity v centralnim nervovém systému (CNS). Role ACh v procesu
uceni a paméti byla potvrzena ve studiich provedenych na primatech a jeho pokles je
prokazatelné spojen s kognitivni dysfunkci.?®* Teorie byla ptedstavena v poloving
70. let 20. stoleti, kdy byl v posmrtnych studiich u osob s AD zjistén ubytek ChAT,

enzymu syntetizujictho ACh. S cholinergni teorii pracuji i soucasné terapeutické

piistupy.®*
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ACh je neurotransmiter CNS i periferniho nervového systému (PNS), je vyuZzivan
vSemi pre- i postgangliovymi neurony parasympatiku a veskerymi pregangliovymi a ¢asti
postgangliovych neuront sympatiku. Cholinergni neurony vyuzivajici ACh jsou v CNS
Siroce rozsifeny a inervuji témet vSechny oblasti mozku. Cholinergni systém je zasadni
pro tfadu procest jako jsou uceni, pamét, pozornost, smyslové vnimani, cyklus bdéni

a spanku ¢i odpovéd’ na stres.

ACh je syntetizovan enzymem ChAT v cytoplazmé cholinergnich neuronti
z cholinu a acetyl-koenzymu-A. Ddle je transportovan do vezikul, kde je také skladovan.
ACh se véaze na cholinergni receptory a jejich modulaci dale plsobi stimula¢né
¢1 inhibi¢né. Pti depolarizaci cholinergnich neuront dochazi k jeho exocytéze z vezikul
auvolnéni do synaptické Stérbiny, kde je rychle odbourdvan katalytickym enzymem
acetylcholinesterasou (AChE, E.C. 3.1.1.7) (Schéma 1). RozliSujeme dva zakladni typy

acetylcholinovych receptorti: muskarinové (mAChRs) a nikotinové (nAChRs).?!

O O\/\ +’CH3 AChE HO s HC O

AN N R
( / ScH, M0 ——— \/\/N\CH * W/ + H
CH, HsC H,C 3 o}

Schéma 1. Hydrolyza ACh na cholin a acetat.

2.2.3.1 nAChRs

nAChRs jsou spojeny siontovymi kandly selektivnimi pro K*, Na"a Ca*".
RozliSujeme devét typt téchto receptori, které jsou umistény v CNS, bazalnich gangliich
a svalech. V PNS dochazi skrze jejich aktivaci k rychlému synaptickému ptenosu; oproti
tomu v oblasti CNS mayji spiSe modulacni ulohu. nAChRs v CNS jsou vysoce propustné
pro Ca®" a pfi jejich stimulaci se koncentrace tohoto kationu v presynaptické membrané
zvysi, dochazi k uvoliiovani dal§ich neurotransmiteri — ACh, noradrenalinu, dopaminu,

glutamatu, gama-aminomaselné kyseliny ¢i serotoninu.’!

2.2.3.2 mAChRs

Tento typ cholinergnich receptori je sptazen s G-proteinem. Dosud bylo popsano
pét subtypi mAChRs — M1 az M5. Nejlépe popsana je funkce subtypti M1, M2 a M3.
M1 receptory jsou umistény v nervovych bunkéach a bunkéach exokrinnich zlaz, M2
v bunikach srde¢nich a M3 receptory jsou lokalizovany v bunikdch hladké svaloviny.
Stimulace mAChRs muze ptsobit excitaéné nebo inhibi¢n¢. M1, M3 a M5 subtypy jsou

spojeny s Gq proteinem, jejich stimulace vede k aktivaci druhych posli (fosfolipasy C
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¢i inositol-fosfatu) a zvySeni bunécné drazdivosti. M2 a M4 subtypy jsou spojené
s proteinem G; (inhibuji produkei cyklického adenosinmonofosfatu), pii stimulaci téchto

receptort dochézi k inhibici Ca®" kandli, ¢imZ se snizuje bun&éna drazdivost.?!

2.2.4 DalSi hypotézy

Vedle téchto tii nejcastéji prezentovanych hypotéz jsou popisovany i dalsi. Pracuje
se napiiklad s hypotézou zaloZenou na mitochondrialnim poskozeni jakozto privodnim
jevuv patogenezi AD. Dalsi alternativu pfedstavuje metabolicka hypotéza, ktera tvrdi, ze
spoustéCem choroby jsou ovlivnitelné metabolické rizikové faktory jako obezita
¢i diabetes. Dalsi z fady, vaskuldrni hypotéza, prezentuje, ze k rozvoji AD dochazi
v souvislosti se snizenym prokrvenim mozkové tkané.** Casto diskutovanym problémem
je dyshomeostaza kovovych iontl (zejména médi, Zeleza a zinku), nebot” AP je proteinem
vazicim kovy. Dyshomeostaza téchto iontll navic podnécuje tvorbu ROS, vedoucich

k oxidativnimu stresu, ktery je rovnéz jednou ze zasadnich hypotéz vniku AD.>*

O AD se v posledni dobé hovoti jako o diabetu typu III, v kontextu tohoto oznaceni
je AD povazovana za neuroendokrinni chorobu se zna¢nou podobnosti diabetu mellitu
typu II. V mozku pacientti trpicich AD dochazi k zietelnému sniZeni exprese inzulinu
aneurondlnich inzulinovych receptorti. Tento fakt vede k inzulinové rezistenci

a negativnimu ovlivnéni metabolismu mozku, které ma za nasledek kognitivni

dysfunkci.®®

Nejnovéji bylo zvetejnéno tvrzeni prezentujici kauzativni roli mikrobil v etiologii
AD. Dle této teorie miize béhem starnuti dojit k reaktivaci latentnich forem infek¢nich

agens a spusténi patologickych mechanismi vedoucich az k AD.*¢
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2.3 Cholinesterasy

Cholinesterasy (ChEs) jsou skupinou enzymi katalyzujici primarné rozklad ACh
za vzniku octové kyseliny a cholinu. Jsou znamy dva typy téchto enzymi, které se lisi
substratovou specifitou; jednd se o acetylcholinesterasu (AChE, E.C. 3.1.1.7)
a butyrylcholinesterasu (BChE, E.C. 3.1.1.8).>7 Obé tyto esterasy jsou pfitomny
ve velkém mnozstvi v lidském téle, maji podobnou strukturu a jsou fazeny do proteinové
nadrodiny o/ hydrolas. AChE je cilem IéCiv pro terapii AD, myastenii gravis i mistem

plsobeni organofosforovych sloudenin (nervové paralytické latky, insekticidy).?®

2.3.1 AChE

ACHhE patii do skupiny serin-proteinovych hydrolas pfitomnych v cholinergnich
nervovych synapsich a nervosvalové ploténce. Specifickym substraitem pro AChE je
ACh, ktery je ¢innosti tohoto enzymu velmi rychle hydrolyzovan na acetat a cholin. Touto
hydrolyzou je terminovana fyziologickd funkce ACh jakoZto neuromedidtoru
pienasejiciho nervové vzruchy v cholinergnim systému.> AChE je lokalizovédna v mnoha
bunikach i na povrchu erytrocytl, nejvyssi aktivitu vykazuje v cholinergnim nervovém

systému.®

Strukturné¢ se jedna o /B protein elipsoidniho tvaru obsahujici dvanact
B-skladanych listt, které obklopuje ctrnact a-Sroubovic. Dominantou enzymu je
pritomnost izké a 20 A hluboké kavity prezentujici aktivni misto. Tato hluboké dutina
enzymu je lemovana ¢trnécti aromatickymi rezidui zprostfedkujicimi kation-r interakce
s amoniovou skupinou ACh.** Struktura AChE zahrnuje primarné dvé vazebna mista:

katalytické aktivni misto (CAS) a periferni anionické misto (PAS).*

Aktivni misto je odpovédné za hydrolyzu ACh. Sklada se z katalytické triady
aminokyselin Ser203-His447-Glu202 (¢islovani dle lidské AChE). Obsahuje rovnéz tzv.
kation-m misto tvofené Trp86, Tyr133 a Phe338, které interaguje s kvarterni amoniovou

skupinou ACh a hlid4 tak jeho spravnou orientaci v CAS (Obr. 4).384!

ACh prostupuje do aktivniho mista ptes PAS a rezidua tvofend aromatickymi
zbytky.3® PAS se také oznaduje jako P-anionické misto a jeho ulohou je zachycovat
substrat pfi cest¢ do aktivniho mista. Vazbou riznych typt ligandl na toto misto dochézi
k zméné& konformace aktivniho mista.*! Nach4zi se na povrchu molekuly AChE, podili se

na necholinergnich funkcich ACh a zfejmé¢ hraje ulohu pii ukladani Ap. Obsahuje rezidua
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peti aminokyselin Tyr 72, Asp 74, Tyr 124, Trp 286 a Tyr 341, které jsou urcujici pro
jeho vlastnosti.® S PAS jsou schopny interagovat nekompetitivni inhibitory AChE.*

4 :é Tyr341

Asp74

Tyr72

His447

Ser203

S

| Glu202

Tyrl33

Obrazek 4. Struktura enzymu AChE. Katalyticka triada je vyobrazena zlutymi uhlikovymi atomy,
aminokyselinova rezidua hrajici klicovou roli pro vazbu ACh nebo jinych ligandii zelenymi uhlikovymi

atomy. Obrazek byl vytvoren v PyMOL 1.3. (PDB ID: 4EY7).

2.3.2 BChE

Oznacuje se také jako pseudocholinesterasa ¢i plazmaticka cholinesterasa; vznika
v jatrech a je dale transportovana plazmou.® P¥itomna je pfedevsim v perifernich tkanich,
pouze minoritné v mozku. BChE pomahé regulovat neurotransmisi ACh, na rozdil
od AChE ale nema ptirozeny substrat. Ackoliv fyziologickd dilezitost BChE nebyla
pfesné stanovena, ucastni se odbouravani mnoha exogennich latek (napf. kokainu,
prokainu, sukcinylcholinu ¢i acetylsalicylové kyseliny).** Jeji aktivita je signifikantng

zvysena pii rozvoji AD a hraje diilezitou ulohu pfi agregaci AP a vzniku NPs. Zd4 se, Ze
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v ramci terapie je vyssi selektivita vii¢éi AChE spojena s niz§im vyskytem nezadoucich

G¢ink.®

2.4 Lécba AD

V soucasné dobé¢ je k dispozici pouze symptomaticka 1écba AD, kterd navazuje na
cholinergni hypotézu. Dostupné jsou dvé farmakologické skupiny (Obr. 5): inhibitory
acetylcholinesterasy (AChEIs) a antagonista N-methyl-D-aspartatovych receptorti
(NMDARs), memantin. Lé¢iva zaméfend na lécbu pfi¢in rozvoje AD jsou nyni
predmétem farmaceutickych vyzkumii a klinickych studii. Soustiedi se zejména
na B-amyloidni teorii a cili na inhibici sekretas pii zpracovani APP a zabranéni akumulace
APB. Snahou je rovnéz terapeuticky ovlivnit hyperfosforylaci t proteinu inhibici

piislusnych kinas.*’

2.4.1 Inhibitory acetylcholinesterasy (AChEIs)

Jednd se o latky inhibujici enzym AChE, ¢imz nepiimo plisobi zvyseni hladin
ACh. V klinické praxi nasly vyuziti donepezil, rivastigmin, galantamin a takrin. Posledni
jmenovany, takrin, neni v soucasnosti schvalenym lé¢ivem. Jedna se o velmi dobie
tolerovand 1€¢iva, jejichz vedlejsi u€inky jsou do znaéné miry davkové zavislé; nicméné

v terapii AD ma4 tato skupina pouze omezenou u¢innost.>**

AChEIs jsou vyuzivany pro 1é¢bu lehkych a stiedné t&zkych forem AD.*
Pozitivni efekt na ovlivnéni kognitivnich funkei v rdmci terapie AChEIs trva pouze
omezenou dobu, v priméru jeden az tfi roky, a nedokdze ovlivnit progresi onemocnéni.
Mezi jednotlivymi 1€€ivy neni vyraznéjsi rozdil v Gi¢innosti, avSak terapie donepezilem

vykazuje niz8i vyskyt nezadoucich Gginki.>!

2.4.1.1 Donepezil

Donepezil (chemicky (RS)-2-[(1-benzyl-4-piperidyl)methyl]-5,6-dimethoxy-
2,3-dihydroinden-1-on) byl uveden na trh roku 1996 pod obchodnim nazvem Aricept®.
Jedna se o reverzibilni, nekompetitivni AChEI se selektivnim G¢inkem na AChE. V ramci
terapie AD se jednd o velmi dobie tolerované a bezpedné 1é¢ivo. Casteéné zabrafuje

agregaci AP do fibril a plisobi protektivné vii¢i glutamatové toxicité.**

Donepezil
vykazuje smiSeny typ inhibice, coZ znamend, Ze je souCasné¢ schopen interagovat jak
s CAS, tak i PAS enzymu AChE.* V terapii AD se podava v dévce 5-10 mg jednou

denné.*

15



2.4.1.2 Rivastigmin

Rivastigmin ([3-[(1S)-(dimethylamino)ethyl]fenyl]-N-ethyl-N-methyl-karbamat)
je pseudoireverzibilnim centradln¢ u¢innym kompetitivnim inhibitorem karbamatového
typu, inhibuje jak AChE, tak 1 BChE. Na trh byl uveden pod obchodnim nazvem
Exelon®* Karbamatovd ¢ast molekuly se kovalentné vize na aktivni misto ChEs
apisobi jejich inhibici.** Pro terapii je rivastigmin dostupny ve formé
tablet a transdermalnich néplasti. Obvykld denni davka se pohybuje v rozmezi
6-12 mg.**
2.4.1.3 Galantamin

Galantamin ((4aS,6R,8a8)-(3-methoxy-11-methyl-5,6,9,10,11,12-hexahydro-
4aH-[1]-benzofuro-[3a,3,2-ef][2]benzazepin-6-0l), Reminyl®) je alkaloid pivodné
izolovany z druhii rostlinné celedi Amaryllidaceae, kterymi jsou napiiklad Galanthus
woronowi €1 Galanthus nivalis. Jeho selektivita je vyrazné vyssi vici AChE nez BChE.
AChHE inhibuje kompetitivné a reverzibilné, pficemz se vaze na dno kavity aktivniho
mista enzymu. Nutno fici, Ze schopnost galantaminu inhibovat AChE je vyrazné niz$i nez
u dfive zminovanych latek — rivastigminu a donepezilu. Vykazuje ovSem unikétni dualni
ucinek, nebot’ jako jediny z AChEIs ptsobi pozitivni alosterickou modulaci nAChRs
atim zesiluje cholinergni transmisi. Nevyhodou je nutnost jeho podavéani ve dvou

dennich davkach a Gasty vyskyt gastrointestinalnich potizi.**-**

2.4.1.4 Takrin

Takrin  (9-amino-1,2,3,4-tetrahydroakridin, THA) je nekompetitivnim
reverzibilnim inhibitorem AChE i BChE, ktery se roku 1993 pod obchodnim ndzvem
Cognex® stal prvnim schvalenym 1ékem v terapii AD. Takrin vykazuje zlepSeni
cholinergnich funkci, pisobi rovnéz na monoaminové systémy a iontové kanaly, ma také
schopnost sniZovat agregaci AP. Limitujici pro jeho pouZiti v praxi byla ovSem Spatna
biologickéa dostupnost po peroradlnim podani, nutnost podavani ctyfikrat denné a vyskyt
hepatotoxicita, kvtili které byl stazen z trhu.* Pfedmétem mnoha vyzkumi je modifikace
struktury takrinu, ktera by vedla k redukci nezddoucich u¢ink a zvySeni inhibi¢ni

aktivity vii¢i AChE.*#

24.14.1 7-MEOTA
7-Methoxytakrin (9-amino-7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroakridin, 7-MEOTA) je

méné toxickym derivatem THA, ktery byl pfipraven v Ceské republice. Pivodné byl
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vyvijen jako antidotum proti nervové paralytickym latkdm. Stejné jako takrin interaguje
jak s CAS, tak i PAS. Nizsi toxicita derivatu 7-MEOTA je ziejmé déna odliSnou
metabolickou drahou, kdy metabolit pfedstavuje 7-hydroxytakrin, ktery je konjugovan
s kyselinou glukuronovou a vylu¢ovan moci. In vivo projevuje 7-MEOTA inhibi¢ni

aktivitu vii¢i AChE srovnatelnou s takrinem.*>*¢

2.4.2 Antagonisté NMDARs

Pti AD dochazi k zvySeni hladiny glutamatu, ktery ptisobi nadmérnou stimulaci
NMDARSs a ma za nésledek hromadéni vapniku v neuronech a poskozeni mitochondrii.
Antagonist¢ NMDARs pusobi proti této nadmérné stimulaci, terapeuticky je z této

skupiny pouZivan memantin.>?

2.4.2.1 Memantin

Memantin (3,5-dimethyladamantan-1-amin, Ebixa®) je indikovan k 1é¢bé& stiedng
tézkych a tézkych stadii AD. Jedna se o nekompetitivniho antagonistu NMDARs, ktery
plusobi symptomatické zlepSeni projevit AD. Jeho Uc¢innost je podporovana i skrze
nekompetitivni antagonistické piisobeni na serotonitové 5-HT3 receptory a nAChRs.

Maximalni denni davka je 20 mg.**

Memantin je u stfedné t¢zké a tézké formy AD mozné podéavat v kombinaci
s AChEIs; existuji diikazy o propojeni cholinergnich a glutaminergnich drah, a tak

o racionalité této dvojkombinace. Benefity této terapie potvrzuji i klinické studie.*’

243 MTDLs

Multi target directed ligands (MTDLs) je pojem oznacujici slou¢eniny, které jsou
schopny soucasné¢ modulovat vice aspektli daného onemocnéni. Jejich komplexnost
v mnoha ptipadech zabrafiuje i progresi onemocnéni. Vyzkum novych sloucenin pro
terapii AD je na tuto strategii ¢asto orientovan. Nejcastéji modifikovanymi strukturami
jsou terapeuticky vyuzivané molekuly ze skupiny AChEIs.*® MTDLs je v soucasnosti
preferovanou strategii ve vyzkumu 1é¢iv pro terapii dalSich neurodegenerativnich
onemocnéni. K racionalité této strategie pfispiva fakt, ze se jedna o multifaktoridlni
choroby s mnozstvim patologickych zmén. Kombinace farmakoforti s odliSnym
farmakologickym efektem miize vést nejen ke komplexnimu U¢inku nové vzniklych
hybridt, ale i potencovat uginek vychozich slou¢enin.*® Jako vyhody MTDLs je mozné
uvést pouziti jediné molekuly, které vede k usnadnéni optimalizace farmakokinetického

a farmakodynamického profilu, snizeni farmakologickych interakeci s jinymi lécivy
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a dale fakt, Ze vyzkum hybridnich molekul je méné finanéné€ narocny nez hledani novych

struktur.*’

¢Ha o CHy CHs
O
H N HsC. O._N._CHg
A0 ety
Q CHs 0]
CH;

donepezil rivastigmin

galantamin
NH, NH,
.0
S
takrin 7-MEOTA
NH,
H5;C CHs
memantin

Obrazek 5. Chemické struktury sloucenin vyuzivanych k terapii AD na urovni klinické praxe nebo

zakladniho vyzkumu pusobici jako AChEIs a nebo jako antagonisté NMDARs.
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2.5 Modulace M1 mAChRs a jeji potencial v terapii AD
M1 receptory jsou nejCastéji se vyskytujicim subtypem mAChRs v CNS. Jsou

exprimovany ve vSech hlavnich oblastech ptedni ¢asti mozku — hippokampu, kortexu,
hypothalamu a striatu. Jejich stimulace ovliviiuje mnozstvi fyziologickych funkci, mezi
néz patii 1 funkce kognitivni a pamétové. Bylo rovnéz dokézano, ze aktivace M1
receptorti snizuje tvorbu AP podpofenim neamyloidogenni cesty Stépeni APP pomoci
a-sekretasy, navic je schopna snizovat T hyperfosforylaci ovlivnénim klicovych kinas
a predstavuje tak nadéjny cil v 1écbé AD. Lécebna strategie zaméfend na aktivaci M1
subtypu mAChRs by dle provedenych studii dokdzala zlepSovat kognitivni funkce

a zaroveil zpomalovat progresi onemocnéni.>”

V dusledku stimulace M1 mAChRs dochazi in vivo k zlepSeni symptomti AD,
aktivace M4 receptorii ma pozitivni vliv na zlepSeni neuropsychiatrickych symptomd, ale
souCasna stimulace dalSich subtypli (zejména M2 a M3) je spojena s vyskytem
nezadoucich ucinkt jako jsou nauzea a zvraceni. Z tohoto diivodu je cilem dosdhnout co

nejvyssi selektivity k subtypu M1.°!

Prvni generaci molekul ovliviiujicich M1 mAChRs tvoii selektivni agonisté
orthosterickych mist. Orthosterickd vazebna mista vSech péti subtypi mAChRs jsou
velmi podobnad, a tak je dosazeni uplné selektivity k subtypu M1 v ramci této skupiny
velmi obtizné.>® Do klinickych studii postoupila napiiklad molekula xanomelinu, ktera je
schopna aktivovat M1 a M4 subtyp mAChRs a in vivo vykézala zlepSeni kognitivnich
a neuropsychiatrickych symptomd AD.’! Xanomelin ov§em selhal vdruhé fazi
klinického testovani, jeho klinické pouziti limituji neZadouci ucinky, které zahrnuji silnou
nauzeu a prijem. I ostatni latky z této skupiny vykazovaly podobné nezaddouci Gcinky.
Ve snaze dosahnout vyssi selektivity k M1 mAChRs byla vyvinuta skupina alosterickych
modulatord M1 subtypu, ktera zahrnuje alosterické agonisty a pozitivni alosterické
moduléatory (PAMs). PAMs neaktivuji M1 receptory pfimo, ale vazbou na alostericka
mista méni konformaci receptoru a zvySuji afinitu ACh k receptoru. Ke své aktivaci tedy
nezbytn& potiebuji pifitomnost ACh.>** Do skupiny PAMs patii mimo jiné
1-(4-methoxybenzyl)-4-oxo-1,4-dihydrochinolin-3-karboxylova kyselina (BQCA), ktera
ma schopnost redukovat mnozstvi ACh, potfebné k aktivaci M1 receptoru. In vivo
ukéazala zlepSeni kognitivnich funkci a navic zfejmé podporuje neamyloidogenni

zpracovani APP . 3%31
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2.5.1 Spojeni takrinu s xanomelinem

Fang a kolektiv pfipravili hybridni molekulu spojujici takrin s orthosterickym
agonistou M1 mAChRs, xanomelinem. K propojeni obou struktur pouzili spojovaci
fetézce Citajici 10—17 atomu. Nejperspektivnéjsi molekula (Obr. 6) z pfipravené série
vykazovala inhibi¢ni schopnost vi€i AChE (pICso = 8,21 nM) i BChE (pICso = 8,23 nM).
Hodnoty byly urceny pro AChE z elektrického thote, pro BChE z koniského séra
a vyjadieny jako pICso =—log ICso. Afinita novych molekul k M1 mAChRs byla podobna

nebo vys$s§i v porovnani s xanomelinem a mnohonasobné vyssi ve srovnani s THA >

S~N
N |\ H H
N O/\/\O/\[(;/N\Mé/l\gg\lj
~

Obrdzek 6. Hybridni molekula takrinu s xanomelinem, Fang a kol. Prevzato z citace *°.
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3 Prakticka cast

3.1 Synteticka c¢ast

Syntéza cilovych sloucenin spojujicich takrinové derivaty s BQCA probihala
v n¢kolika krocich. Syntéza intermediatt je dale popsana schematicky, tyto reakce byly
jiz dive uvedeny v literatufe.>>* Rovnéz syntéza BQCA vychdazela z jiz uvefejnénych

postupt.> Podrobné bude popsana syntéza findlnich produkti.

3.1.1 Obecna synteticka ¢ast
Chemikalie pouzité k syntetickym reakcim byly dodany firmou Sigma-Aldrich
v kvalité p.a. (Ceska republika), rozpoustédla byla dodana firmou Penta Chemicals, s.r.0.

Prabéh reakci byl monitorovan za pomoci tenkovrstvé chromatografie (TLC)
na hlinikovych deskach potazenych silikagelem 60 F254 (Merck, Ceska republika).
Sloupcova chromatografie byla provadéna na silikagelu s velikosti ¢astic 0,063—0,200
mm a s porozitou 60 (Merck, Ceska republika).

Vsechny derivaty byly charakterizovany hmotnostni spektrometrii a NMR spektry
a teplotou tani.

'"H NMR a 3C NMR spektra byla zméfena na spektrometru Varian S500 (pii
frekvenci 500 MHz pro 'H NMR spektra a 126 MHz pro '*C NMR spektra; Varian Comp.
Palo Alto, USA) nebo na spektrometru Varian Mercury VX BB 300 (pii frekvenci
300 MHz pro '"H NMR spektra a 75 MHz pro '3C NMR spektra; Varian Comp. Palo Alto,
USA). Chemické posuny 6 jsou uvadény v ppm a vztazeny k referencnimu standardu
tetramethylsilanu.

VysokorozliSovaci  hmotnostni  spektrometrie (HRMS) byla méfena
na spektrometru Q Exactive Plus hybrid quadrupole-orbitrap.

Teploty tani byly méfeny na bodotdvku BUCHI Switzerland — Melting Point
M-565.
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3.1.2 Syntéza zakladnich slouc¢enin a meziprodukti

V prvnim kroku byly pfipraveny derivaty THA s pfitomnosti chloru
v poloze 9 (Schéma 2); 9-chlor-7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroakridin (3a), 9-chlor-
1,2,3,4-tetrahydroakridin (3b) a 6,9-dichloro-1,2,3,4-tetrahydroakridin (3¢). Vytézky

a spektralni tidaje odpovidaly idajim uvedenym v literatuie.>>>*

O Cl
- s | o P
N N
H
500
/
N

3b

- m
2
Cl N

3c
Schéma 2. Reakéni podminky: i) toluen, p-toluensulfonova kyselina, Dean-Starkova aparatura,

difenylether; ii) POCI;s, reflux.

o O CQ
l:;

o
el
o

Slouceniny 3a, 3b, 3¢ byly podrobeny nukleofilni substituci piislusSnym
l,m-alkandiaminem s délkou fetézce 2—8 uhlikti (Schéma 3). Vytézky reakci se
pohybovaly v rozmezi 70-90 % a odpovidaly dfive publikovanym vysledkiim.>*->*
Ve vysledku vzniklo 21 slou¢enin — meziproduktd, jejichZ identita byla potvrzena HRMS

a NMR.
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cl HN/\M:]\' Ha

R! R!
R2 N R2 N

\

3a:R'=0OCH3 R?=H n=1-7 4a:R'" R2=H;n=1
3b:R'=H;R?=H 4b:R' R?=H;n=2
3c:R'=H; R?=Cl 4c:R",R?2=H;n=3

4d:R",R?=H;n=4
4e:R",R®=H;n=5
4:R"R?=H;n=6
4g:R' R?=H;n=7
4h:R'=OCH;, R?=H;n=1
4i:R'=OCH;, R?=H;n=2
4j:R'=0CH;,R?=H;n=3
4k: R'=OCHz, R2=H;n=4

41: R'=0OCH;,R?=H;n=5
4m:R'=0OCH3, R>=H;n=6
4n:R'=OCH;, R?=H;n=7

40:R'"=H,R2=Cl;n=1
4p:R'"=H,R2=Cl;n=2
4q:R'=H,R%2=Cl;n=3
4r:R'=H,R2=Cl;n=4
4s:R'"=H,RZ2=ClI;n=5
4:R'=H,RZ2=ClI;n=6
4u:R'=H,R2=Cl:n=7

Schéma 3. Reakcni podminky: i) fenol, z laboratorni teploty (RT) plynule na 130 °C, 2—4 h.
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3.1.3 Syntéza BQCA

Reakéni podminky syntézy BQCA vychazely z jiz diive popsaného postupu a byly
pouze mirné obménény.> Samotna syntéza probihala ve &tyfech krocich (Schéma 4).
Prvni krok zahrnoval tzv. Gould-Jacobsovu kondenzaci, jednalo se o reakci anilinu (1 eq)
s diethyl-ethoxymethylenmalonatem (1 eq), ¢imz byl ziskdn 1,3-diethyl-
2-[(fenylamino)methyliden]propandioat (6). Cykloacylaci produktu 6 v difenyletheru byl
ziskan ethyl-4-oxo0-1,4-dihydrochinolin-3-karboxylat (7), ten byl v dalSim kroku
benzylovan pomoci 1-(brommethyl)-4-methoxybenzenu (1 eq) za vzniku ethyl-esteru
BQCA neboli ethyl-1-[(4-methoxyfenyl)methyl]-4-oxo-1,4-dihydrochinolin-
3-karboxylatu (8). V poslednim kroku byl intermediat 8 podroben bazické hydrolyze
esteri  pomoci LiOH (2 eq) za vzniku 1-[(4-methoxyfenyl)methyl]-4-oxo-
1,4-dihydrochinolin-3-karboxylové kyseliny (BQCA). Reakéni smés byla na zavér
acidifikovana na pH 1, zfiltrovana, promyta ethyl-acetatem a vysuSena. Vysledny produkt
mél vzhled bilého prasku. Celkovy vytézek reakce byl 19 %, vytéznosti jednotlivych

meziproduktd jsou uvedeny ve Schématu 4. Vytézky, teplota tani a spektralni tidaje

odpovidaly refenci.
o O
NH,» 0] o) /\O)J\fj\o/\

i o
Q-

C O

6

90%

0O o O O O O
. o
N N N
/\: ~o0~ ol

7 8
; BQCA
26% 84% 99%

Schéma 4. Ctyistupiiovad syntéza BOCA. Reakcni podminky: i) z RT na 165 °C, 6 h; poté 1 M HCI, za RT
na 115 °C, 3 h; ii) difenylether, 228—232°C, 3 h; iii) 1-(brommethyl)-4-methoxybenzen, K;CO3 bezvody,
95 °C, KIv DMF, 24h, iv) LiOH, H>O/MeCN, RT, pres noc.
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3.1.4 Syntéza finalnich sloucenin

Jednotlivé slouceniny N-(w-aminoalkyl)takrinovych derivatd (4a—4u, 1 eq)
a BQCA (1 eq) byly rozpustény v 20 ml suchého N, N-dimethylformamidu (DMF) pod
atmosférou argonu, poté byl pfidan triethylamin (TEA, 3 eq). Tato reakéni smés byla
michana za RT po dobu jedné hodiny, po uplynuti této doby byl pfidan katalyzator
(benzotriazol-1-yloxy)tris(dimethylamino)fosfonium-hexafluorofosfat (BOP, 1 eq).
Reakéni smés byla michana dalSich 48 hodin a nasledné¢ rozpusténa v 200 ml
dichlormethanu. Organicka vrstva byla vytfepana nasycenym roztokem NaCl (2 x 100
ml) a destilované vody (1 x 100 ml), poté vysusena bezvodym Na>SOj4 a rozpoustédlo
odstranéno vakuovou destilaci. Cisténi produktu bylo provedeno sloupcovou
chromatografii s mobilni fazi CHCl3/MeOH 40:1 a pribézné monitorovano pomoci TLC
s mobilni CHCI3/MeOH 9:1. Po odpateni rozpoustédla byly ziskany finalni produkty jako
pevné latky. Identita a Cistota takto pripravenych produktii (5a—Su) (Schéma 5) byla
potvrzena HRMS (v kombinaci s HPLC, nekalibrovana cistota) a NMR. Podrobné

charakteristiky kone¢nych produktti jsou uvedeny na nésledujicich stranach.

/O\@
HN/\(\’T NH, OH H
" n HN/\(\/)n
X
T - L
R2 N” -

N
BQCA

4a:R',R?=H;n=1 4:R'=0CH3; R?=H;n=5 5a:R,R*=H;n=1 51: R"= OCH;, R?=H;n=5
4b:R', R2=H;n=2 4m:R'=0CH;, R2=H;n=6 5b:R',R®*=H;n=2 5m: R' = OCH,, RZ=H; n =6
4c:R"R?=H;n=3 4n: R" = OCHg, R2—H =7 5¢:R,R?=H;n=3 5n: R'=OCH3, R2=H;n=7
4d:R",R2=H;n=4 40:R'"=H,R2=Cl;n=1 5d:R', R?=H;n=4 50:R'"=H,R?=Cl;n=1
4e:R" R2=H;n=5 4p:R'=H,R2=Cl;n=2 5e:R',R?=H;n=5 5p:R'=H,R®=Cl;n=2
4R, R2=H;n=6 4q:R'=H,R2=Cl;n=3 5f. R, R2=H;n=6 59:R'=H,R2=Cl;n=3
4g:R' R2=H;n=7 4r:R'= HRZ-CIn- 5g:R',R?=H;n=7 5rR'=H,R?=Cl;n=4
4h:R'=0CH;,R?=H;n=14s:R'=H,R?=Cl;n=5 5h:R'=0OCH3;, R?=H;n=15s:R'=H,R2=Cl;n=5
4i:R'=0OCH3;, R2=H;n=2 4 R'=H,R?=Cl;n=6 5i:R'=0CH;, R?=H;n=2 5t: R' = HRZ-CIn-6
4:R'"=0CH;, R2=H;n=3 4u:R'=H,R2=Cl;n=7 5 R"=0OCH;,R?=H;n=3 5u:R'"=H,R?=Cl;n=7
4k: R' = OCHs, RZ-H n=4 5k: R' = OCHj, R2—H n=4

Schéma 5. Syntéza finalnich sloucenin (5a—5u). Reakcni podminky i) DMF, TEA; RT, 1h, ndsledné BOP,
48h.
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Chemicky nazev: N-{2-[(7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-yl)amino]ethyl}-

1-[(4-methoxyfenyl)methyl]-4-ox0-1,4-dihydrochinolin-3-karboxamid (5a)

Chemicka struktura:

HsCo

H O O
N
N N
Q
CHj

Vytézek: 41 % (174 mg)
Vzhled: hnédé krystaly
Teplota tani: 128,4-130,1 °C

'H NMR (500 MHz, aceton-ds) & 10,57 (t, J = 6,3 Hz, 1H), 9,01 (s, 1H), 8,43 (d, J= 8,1
Hz, 1H), 7,88-7,81 (m, 1H), 7,80-7,68 (m, 2H), 7,61-7,47 (m, 2H), 7,41 (d, J= 9,0 Hz,
1H), 7,29 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 6,94 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 5,70 (s, 2H), 4,20 (t, J= 5,1 Hz,
2H), 4,00 (s, 3H), 3,92 (t, J = 5,4 Hz, 2H), 3,77 (s, 3H), 3,07 — 2,96 (m, 2H), 2,96-2,88
(m, 2H), 1,99-1,83 (m, 4H).

BC NMR (126 MHz, aceton-ds) & 176,92, 167,99, 160,60, 157,81, 155,65, 152,02,
149,26, 140,44, 136,23, 133,76, 129,17, 128,70, 127,97, 127,36, 125,97, 124,26, 123,70,
119,32, 118,60, 115,22, 113,82, 111,57, 103,91, 57,14, 56,35, 55,56, 51,39, 40,48, 30,29,
25,68, 23,08, 21,90.

HRMS: 563,2637 (vypocitano pro: [C34H3sN404]" 563,2614)
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Chemicky nazev: N-{3-[(7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-yl)amino]propyl}-
1-[(4-methoxyfenyl)methyl]-4-ox0-1,4-dihydrochinolin-3-karboxamid (5b)

¢Ha
(e
N
H H ]
N _~_N
| (e} O

Chemicka struktura:

Nx

Vytézek: 78 % (253 mg)
Vzhled: hnédé krystaly
Teplota tani: 162,7-164,7 °C

'H NMR (500 MHz, CDCl3) § 10,46 (t, J = 6,5 Hz, 1H), 8,86 (s, 1H), 8,49 (dd, J = 8,0,
1,5 Hz, 1H), 8,23 (d, J= 9,3 Hz, 1H), 7,78 (t, J = 6,8 Hz, 1H), 7,66 (ddd, /= 8.7, 7,0, 1,6
Hz, 1H), 7,63 (d, J = 2,6 Hz, 1H), 7,54 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 7,47 (ddd, J= 7.9, 7,0, 0,9
Hz, 1H), 7,29 (dd, J = 9,2, 2,4 Hz, 1H), 7,25 (t, J = 7,6 Hz, 1H), 7,19-7,15 (m, 1H),
7,15-7,11 (m, 2H), 6,90-6,85 (m, 2H), 5,48 (s, 2H), 3,94-3,91 (m, SH), 3,77 (s, 3H), 3,68
(q,J = 6,4 Hz, 2H), 3,19 (t, J = 6,1 Hz, 2H), 2,80 (t, J = 5,9 Hz, 2H), 2,04-1,97 (m, 2H),
1,92-1,82 (m, 4H).

BC NMR (126 MHz, CDCl3) & 176,76, 166,95, 159,72, 157,09, 155,27, 149,84, 148,03,
139,29, 133,14, 128,95, 128,14, 127,79, 127,02, 125,79, 125,21, 123,70, 121,94, 117,51,
117,04, 114,64, 111,28, 110,87, 102,82, 57,28, 55,81, 55,27, 43,32, 36,80, 35,38, 28,37,
24,75, 22,19, 21,39, 20,66.

HRMS: 577,2779 (vypocitano pro: [C3sH37N4O4]" 577,2770)
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Chemicky nazev: N-{4-[(7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-yl)amino]butyl}-

1-[(4-methoxyfenyl)methyl]-4-0xo0-1,4-dihydrochinolin-3-karboxamid (5c)

Chemicka struktura:

ZT

o o
\/\/\N
N | H |
N
?
CHs

Vytézek: 91 % (396 mg)
Vzhled: hnédé krystaly
Teplota tani: 220,5-221,8 °C

'H NMR (300 MHz, CDCls) & 10,26 (t, J = 5,9 Hz, 1H), 8,78 (s, 1H), 8,40 (dd, J = 8,1,
1,5 Hz, 1H), 7,70 (dd, J = 9,3, 0,9 Hz, 1H), 7,67-7,60 (m, 1H), 7,53-7,39 (m, 4H),
7,07 (d,J= 8,5 Hz, 2H), 6,85-6,79 (m, 1H), 6,04 (bs, 1H), 5,39 (s, 2H), 4,03-3,94
(m, 2H), 3,86 (s, 3H), 3,74 (s, 3H), 3,59-3,49 (m, 2H), 2,98-2,90 (m, 2H), 2,65-2,58
(m, 2H), 2,03-1,75 (m, 8H).

3C NMR (126 MHz, CDCls) & 176,64, 165,37, 159,64, 156,92, 155,46, 149,28, 147,92,
139,19, 133,07, 132,96, 127,77, 127,72, 126,79, 125,91, 125,28, 124,21, 121,09, 117,06,
116,93, 114,55, 111,43, 111,31, 103,61, 57,10, 55,81, 55,25, 47,67, 47,34, 38,47, 28,21,
28,14, 26,73, 23,67, 21,78, 20,49.

HRMS: 591,2942 (vypocitano pro: [C3sH39N404]" 591,2927)
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Chemicky nazev: N-{5-[(7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-yl)amino]pentyl} -

1-[(4-methoxyfenyl)methyl]-4-ox0-1,4-dihydrochinolin-3-karboxamid (5d)

CH
(0]
H ~
3C o (:L
N
H H |
N~ ~N
‘ O O

Chemicka struktura:

Nx

Vytézek: 58 % (365 mg)

Vzhled: hnédé krystaly

Teplota tani: 66,7-68,0 °C

'H NMR (300 MHz, CDCI3) § 10,08 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 8,86 (s, 1H), 8,47 (dd, J = 8,1,
1,6 Hz, 1H), 7,90 (d, J = 9,1 Hz, 1H), 7,60 (ddd, J = 8,6, 6,9, 1,6 Hz, 1H), 7,47-7,38
(m, 2H), 7,28 (d, J = 2,7 Hz, 1H), 7,21 (dd, J = 9,1, 2,7 Hz, 1H), 7,12-7,02 (m, 2H),

6,86-6,78 (m, 2H), 5,35 (s, 2H), 3,88 (s, 3H), 3,74 (s, 3H), 3,58-3,42 (m, 4H), 3,09-2,98
(m, 2H), 2,76-2,64 (m, 2H), 1,92-1,49 (m, 10H).

3C NMR (75 MHz, CDCl3) § 176,73, 164,96, 159,63, 156,06, 154,43, 151,10, 148,06,
139,18, 132,78, 127,98, 127,95, 127,65, 127,61, 127,03, 125,86, 125,06, 121,14, 120,17,
116,78, 115,67, 114,57, 111,85, 102,01, 57,15, 55,52, 55,23, 48,70, 38,75, 32,27, 31,16,
29,32,24,51, 24,34,22,71, 22,18.

HRMS: 605,3079 (vypoitano pro: [C37HaiN4O4]" 605,3083)
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Chemicky nazev: N-{6-[(7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-yl)amino]hexyl} -
1-[(4-methoxyfenyl)methyl]-4-ox0-1,4-dihydrochinolin-3-karboxamid (5e)

Chemicka struktura:

HsCo
30

H (@) (@)
~ T
| Nl
N N
Q
CHj

Vytezek: 37 % (133 mg)
Vzhled: hnédé krystaly
Teplota tani: 76,7-78,7 °C

'H NMR (300 MHz, CDCl3) § 10,03 (t, J = 5,8 Hz, 1H), 8,79 (s, 1H), 8,37 (dd, J = 8,1,
1,5 Hz, 1H), 7,78 (d, J = 9,1 Hz, 1H), 7,60-7,50 (m, 1H), 7,45-7,28 (m, 2H), 7,24-7,14
(m, 1H), 7,05-6,97 (m, 2H), 6,80-6,70 (m, 2H), 5,31 (s, 2H), 3,81 (s, 3H), 3,66 (s, 3H),
3,40 (q, J = 6,5 Hz, 2H), 3,02-2,90 (m, 2H), 2,65-2,51 (m, 2H), 1,90-1,52 (m, SH),
1,49-1,36 (m, 4H), 1,23-1,14 (m, 2H).

BC NMR (75 MHz, CDCl3) § 176,79, 165,08, 159,94, 159,67, 156,75, 156,64, 148,84,
148,06, 139,25, 134,09, 132,93, 127,94, 127,75, 126,99, 125,94, 125,17, 123,08, 117,48,
116,93, 114,81, 114,60, 111,79, 103,02, 57,16, 55,78, 55,28, 47,97, 38,70, 31,00, 29,68,
29,36, 26,32, 26,03, 24,06, 22,20, 21,22.

HRMS: 619,3203 (vypocitano pro: [C3gHasN4O4]" 619,3240)
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Chemicky nazev: N-{7-[(7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-yl)amino]heptyl} -

1-[(4-methoxyfenyl)methyl]-4-ox0-1,4-dihydrochinolin-3-karboxamid (5f)

Chemicka struktura:

G
@)
N
H H |
N~~~ N
| O O

Nx

Vytézek: 53 % (320 mg)
Vzhled: hnédé krystaly
Teplota tani: 90,8-92,8 °C

'H NMR (500 MHz, CDCl3) § 10,06 (t, J = 5,6 Hz, 1H), 8,89 (s, 1H), 8,48 (dd, J = 8,1,
1,6 Hz, 1H), 7,86 (d, J = 9,2 Hz, 1H), 7,60 (ddd, J = 8,6, 7,0, 1,6 Hz, 1H), 7,48-7,38
(m, 2H), 7,29 (d, J=2,7 Hz, 1H), 7,23 (dd, J=9.2, 2,7 Hz, 1H), 7,08 (d, J = 8,7 Hz, 2H),
6,85-6,81 (m, 2H), 5,37 (s, 2H), 3,90 (s, 3H), 3,75 (s, 3H), 3,54 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 3,46
(td, J= 6,9, 5,6 Hz, 2H), 3,06-2,99 (m, 2H), 2,72-2,66 (m, 2H), 1,88 (p, J = 4,5 Hz, 4H),
1,76-1,60 (m, 4H), 1,49-1,37 (m, 6H).

3C NMR (126 MHz, CDCls) & 176,74, 164,84, 159,63, 156,09, 154,05, 151,44, 148,07,
148,06, 139,19, 132,73, 127,96, 127,62, 127,44, 127,02, 125,91, 125,00, 121,38, 119,95,
116,76, 115,35, 114,56, 111,94, 102,16, 57,12, 55,52, 55,23, 48,78, 39,05, 32,01, 31,42,
29,38, 28,90, 26,85, 26,70, 24,35, 22,63, 22,10.

HRMS: 633,3363 (vypocitano pro: [C3oHasN4O4]" 633,3396)
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Chemicky nazev: N-{8-[(7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-yl)amino]oktyl} -
1-[(4-methoxyfenyl)methyl]-4-o0xo0-1,4-dihydrochinolin-3-karboxamid (5g)

Chemicka struktura:

HsC-

H (@) (@)
~ T

| N
N N
O :
Hj

C

Vytézek: 26 % (326 mg)
Vzhled: hnédé krystaly
Teplota tani: 76,7-78,0 °C

'H NMR (300 MHz, CDCls) § 10,07 (t, J = 5,6 Hz, 1H), 8,87 (s, 1H), 8,44 (dd, J = 8,1,
1,6 Hz, 1H), 7,81 (d, J = 9,3 Hz, 1H), 7,65-7,55 (m, 1H), 7,46 (d, J = 8,6 Hz, 1H),
7,43-7,36 (m, 2H), 7,32-7,26 (m, 1H), 7,13-7,02 (m, 2H), 6,87-6,76 (m, 2H), 5,37
(s,2H), 3,88 (s, 3H), 3,83-3,74 (m, 2H), 3,73 (s, 3H), 3,42 (q, J= 6,6 Hz, 2H), 3,05-2,95
(m, 2H), 1,97-1,81 (m, 4H), 1,76 (t, J= 6,9 Hz, 2H), 1,60 (t, J = 6,7 Hz, 2H), 1,49-1,18
(m, 10H).

BC NMR (75 MHz, CDCl3) § 176,74, 164,91, 159,59, 156,62, 154,14, 150,73, 148,05,
139,20, 135,57, 132,84, 127,89, 127,67, 126,91, 125,92, 125,07, 123,30, 123,19, 117,95,
116,88, 114,53, 112,62, 111,80, 103,19, 57,11, 55,69, 55,22, 48,33, 39,10, 36,79, 36,73,
31,00, 29,43, 28,89, 26,75, 26,48, 23,79, 22,05, 21,08.

HRMS: 647,3577 (vypocitano pro: [CaoHa7N4O4]" 647,3553)
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Chemicky nazev: 1-[(4-methoxyfenyl)methyl]-4-oxo-N-{2-[(1,2,3,4-tetrahydroakridin-
9-yl)amino]ethyl}-1,4-dihydrochinolin-3-karboxamid (5h)

Chemicka struktura:

Vyteézek: 63 % (640 mg)
Vzhled: hnédé krystaly
Teplota tani: 125,0-126,3 °C

'H NMR (500 MHz, CDCls) § 10,46 (t, J = 5,9 Hz, 1H), 8,93 (s, IH), 8,55-8,51 (m, 1H),
8,09 (dt, J= 8.5, 1,1 Hz, 1H), 7,95 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 7,65 (ddd, J = 8,6, 7,0, 1,7 Hz,
1H), 7,55 (ddd, J = 8,3, 6,8, 1,3 Hz, 1H), 7,51-7,45 (m, 2H), 7,34 (ddd, J = 8,3, 6.8,
1,3 Hz, 1H), 7,15-7,08 (m, 2H), 6,91-6,85 (m, 2H), 5,43 (s, 2H), 3,87-3,80 (m, 4H), 3,79
(s, 3H), 3,07 (t, J = 5,8 Hz, 2H), 2,80 (t, J = 5,8 Hz, 2H), 1,94-1,85 (m, 4H).

BC NMR (126 MHz, CDCls) & 176,74, 166,59, 159,81, 151,39, 148,19, 139,30, 132,97,
128,67, 128,42, 128,04, 127,66, 127,44, 127,29, 125,81, 125,32, 124,78, 123,79, 122,96,
119,67, 116,81, 115,51, 114,72, 114,03, 111,44, 57,30, 55,31, 50,42, 40,27, 25,03, 23,01,
22,53.

HRMS: 533,2549 (vypocitano pro: [C33H33N403]" 533,2508)
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Chemicky ndazev: 1-[(4-methoxyfenyl)methyl]-4-oxo-N-{3-[(1,2,3,4-tetrahydroakridin-

9-yl)amino]propyl}-1,4-dihydrochinolin-3-karboxamid (5i)

CHy
Q.
N
H H |
N~ N
| O O

Chemicka struktura:

N

Vytézek: 23 % (245 mg)
Vzhled: hnédé krystaly
Teplota tani: 148,0-150,7 °C

"H NMR (500 MHz, CDCl3) § 10,31 (t, J = 6,3 Hz, 1H), 8,91 (s, 1H), 8,51 (dd, J = 8,1,
1,6 Hz, 1H), 8,16-8,10 (m, 2H), 7,63 (ddd, J = 8,7, 7,0, 1,6 Hz, 1H), 7,56 (ddd, J = 8,3,
6,8, 1,3 Hz, 1H), 7,51-7,43 (m, 2H), 7,37 (ddd, J = 8,3, 6,8, 1,3 Hz, 1H), 7,14-7,08
(m, 2H), 6,89-6,84 (m, 2H), 5,44 (s, 2H), 3,76 (s, 3H), 3,72 (t, J = 6,2 Hz, 2H), 3,66
(q,J= 6,2 Hz, 2H), 3,17-3,12 (m, 2H), 2,81-2,75 (m, 2H), 2,00-1,93 (m, 2H), 1,88
(m, 4H).

3C NMR (126 MHz, CDCl3) & 176,77, 166,18, 159,72, 155,54, 152,75, 148,14, 139,24,
132,95, 129,71, 127,95, 127,64, 127,12, 125,77, 125,44, 125,27, 124,21, 123,01, 118,45,
116,86, 114,65, 114,14, 111,34, 57,29, 55,26, 44,77, 35,88, 31,57, 29,61, 24,71, 22,67,
21,89.

HRMS: 547,2670 (vypocitano pro: [C34H3sN4O3]" 547,2664)
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Chemicky nazev: 1-[(4-methoxyfenyl)methyl]-4-oxo-N-{4-[(1,2,3,4-tetrahydroakridin-
9-yl)amino]butyl}-1,4-dihydrochinolin-3-karboxamid (5j)

Chemicka struktura:

H O O
N\/V\N
N | H |
N
?
CH;

Vytézek: 19 % (200 mg)
Vzhled: hnédy prasek
Teplota tani: nestanoveno, amorfni pevna latka

'H NMR (500 MHz, CDCl3) § 10,16 (t, J = 5,8 Hz, 1H), 8,88 (s, 1H), 8,51 (dd, J = 8,2,
1,6 Hz, 1H), 8,00 (dd, J = 8,6, 1,3 Hz, 1H), 7,93 (dd, J = 8,4, 1,2 Hz, 1H), 7,63 (ddd,
J=8.6,7,0, 1,7 Hz, 1H), 7,53 (ddd, J = 8,3, 6,8, 1,3 Hz, 1H), 7,50-7,42 (m, 2H), 7,34
(ddd, J = 8,3, 6,8, 1,3 Hz, 1H), 7,13-7,08 (m, 2H), 6,88-6,83 (m, 2H), 5,40 (s, 2H), 3,77
(s, 3H), 3,61 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 3,57-3,51 (m, 2H), 3,10-3,03 (m, 2H), 2,74— 2,67
(m, 2H), 1,88-1,76 (m, 4H), 1,28-1,22 (m, 4H).

3C NMR (126 MHz, CDCls) 6 176,78, 165,04, 159,71, 157,37, 151,31, 148,09, 146,12,
139,25, 132,81, 128,79, 128,01, 127,65, 127,46, 127,13, 125,88, 125,11, 123,84, 123,00,
119,58, 116,79, 115,32, 114,64, 111,86, 57,22, 55,26, 48,96, 38,73, 33,17, 29,64, 29,63,
29,14, 27,09, 24,59, 22,83, 22.42.

HRMS: 561,2853 (vypocitano pro: [C3sH37N4O3]" 561,2821)
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Chemicky ndazev: 1-[(4-methoxyfenyl)methyl]-4-oxo-N-{5-[(1,2,3,4-tetrahydroakridin-

9-yl)amino]pentyl}-1,4-dihydrochinolin-3-karboxamid (5k)

o
O\@
N
: 1 L0
N .~~~ N
| O O

Chemicka struktura:

Nx

Vytezek: 25 % (234 mg)
Vzhled: hnédy prasek
Teplota tani: nestanoveno, amorfni pevna latka

'H NMR (500 MHz, CDCl3) § 10,18 (t, J = 5,8 Hz, 1H), 8,83 (s, 1H), 8,41 (dd, J = 8,1,
1,6 Hz, 1H), 8,19 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 7,83 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 7,67-7,58 (m, 2H), 7,50
(d, J = 8,7 Hz, 1H), 7,46-7,39 (m, 2H), 7,10-7,05 (m, 2H), 6,83-6,78 (m, 2H), 5,38
(s, 2H), 3,97-3,87 (m, 2H), 3,73 (s, 3H), 3,50 (q, J= 6,4 Hz, 2H), 2,95 (t, J= 6,3 Hz, 2H),
2,56 (t, J = 6,2 Hz, 2H), 1,95-1,87 (m, 2H), 1,87-1,75 (m, 4H), 1,75-1,68 (m, 2H),
1,62-1,54 (m, 2H).

3C NMR (126 MHz, CDCls) & 176,70, 165,20, 159,63, 156,14, 150,44, 148,04, 139,20,
138,24, 133,02, 133,00, 127,79, 127,73, 126,82, 125,93, 125,33, 125,22, 124,83, 119,74,
117,04, 115,44, 114,55, 111,55, 111,28, 57,12, 55,25, 48,50, 38,64, 30,06, 29,64, 28,96,
28,21, 23,91, 21,60, 20,48.

HRMS: 575,2955 (vypocitano pro: [C36H30N4O03]" 575,2977)
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Chemicky ndzev: 1-[(4-methoxyfenyl)methyl]-4-oxo-N-{6-[(1,2,3,4-tetrahydroakridin-
9-yl)amino]hexyl}-1,4-dihydrochinolin-3-karboxamid (51)

Chemicka struktura:

H (@) (@)
~ T
| Nl
N N
Q
CH;

Vytezek: 60 % (334 mg)
Vzhled: hnédé krystaly
Teplota tani: 54,0-56,0 °C

'H NMR (500 MHz, CDCl3) § 10,07 (t, J = 5,7 Hz, 1H), 8,88 (s, 1H), 8,49 (dd, J = 8,1,
1,6 Hz, 1H), 8,01-7,93 (m, 2H), 7,60 (ddd, J = 8,6, 7,0, 1,6 Hz, 1H), 7,53 (ddd, J = 8,4,
6,8, 1,4 Hz, 1H), 7,46-7,40 (m, 2H), 7,33 (ddd, J = 8,3, 6,8, 1,3 Hz, 1H), 7,11-7,05
(m, 2H), 6,87-6,81 (m, 2H), 5,35 (s, 2H), 3,75 (s, 3H), 3,53 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 3,48 (td,
J =69, 5,7 Hz, 2H), 3,09-3,04 (m, 2H), 2,72-2,65 (m, 2H), 1,94-1,86 (m, 4H),
1,75-1,63 (m, 4H).

3C NMR (126 MHz, CDCls) & 176,75, 164,85, 159,64, 157,49, 151,20, 148,06, 146,33,
139,19, 132,69, 128,62, 127,99, 127,69, 127,60, 127,08, 125,89, 124,99, 123,67, 122,94,
119,61, 116,70, 115,15, 114,57, 111,97, 57,12, 55,22, 49,17, 38,90, 33,30, 31,46, 29,41,
26,69, 26,47, 24,57, 22,83, 22 ,45.

HRMS: 589,3111 (vypoéitano pro: [C37HarN4O3]" 589,3134)
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Chemicky nazev: 1-[(4-methoxyfenyl)methyl]-4-oxo-N-{7-[(1,2,3,4-tetrahydroakridin-

9-yl)amino]heptyl}-1,4-dihydrochinolin-3-karboxamid (5m)

¢Ha
OQ
N
H H |
N o~~~ N
| o O

Chemicka struktura:

Nx

Vytézek: 55 % (350 mg)
Vzhled: hnédy prasek
Teplota tani: nestanoveno, amorfni pevna latka

'H NMR (500 MHz, CDCls) & 10,06 (t, J = 5,7 Hz, 1H), 8,90 (s, 1H), 8,50 (dd, J = 8,1,
1,6 Hz, 1H), 7,99 (dd, J = 8.5, 1,3 Hz, 1H), 7,92 (dd, J = 8,5, 1,3 Hz, 1H), 7,60 (ddd,
J=8.6,7,0, 1,7 Hz, 1H), 7,54 (ddd, J = 8,4, 6,8, 1,3 Hz, 1H), 7,47-7,40 (m, 2H), 7,34
(ddd, J=8.4, 6,8, 1,3 Hz, 1H), 7,11-7,06 (m, 2H), 6,87-6,81 (m, 2H), 5,36 (s, 2H), 3,75
(s, 3H), 3,57-3,51 (m, 2H), 3,51-3,45 (m, 2H), 3,08-3,03 (m, 2H), 2,71-2,66 (m, 2H),
1,93-1,86 (m, 4H), 1,74-1,62 (m, 4H), 1,49-1,38 (m, 6H).

3C NMR (126 MHz, CDCI3) 6 176,76, 164,83, 159,64, 157,25, 151,43, 148,09, 146,14,
139,21, 132,69, 128,79, 128,01, 127,61, 127,38, 127,08, 125,92, 124,98, 123,72, 123,08,
119,49, 116,72, 115,05, 114,58, 112,01, 57,12, 55,22, 49,29, 39,07, 33,14, 31,48, 29,61,
29,42, 28,91, 26,86, 26,69, 24,49, 22,79, 22.41.

HRMS: 603,3281 (vypocitano pro: [C3gHasN4O3]" 603,3290)
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Chemicky nazev: 1-[(4-methoxyfenyl)methyl]-4-oxo-N-{8-[(1,2,3,4-tetrahydroakridin-

9-yl)amino]oktyl}-1,4-dihydrochinolin-3-karboxamid (5n)

Chemicka struktura:

H (@) (@)
~ TN
| N T
N N
Q
CHj

Vytezek: 30 % (319 mg)
Vzhled: hnédy prasek
Teplota tani: nestanoveno, amorfni pevna latka

'H NMR (500 MHz, CDCls) & 10,08-10,01 (m, 1H), 8,89 (t, J = 2,3 Hz, 1H), 8,51-8,44
(m, 1H), 8,19-8,04 (m, 2H), 7,64-7,55 (m, 2H), 7,49-7,33 (m, 2H), 7,13-7,05 (m, 2H),
6,88-6,80 (m, 2H), 5,38 (s, 2H), 3,75 (s, 3H), 3,73-3,65 (m, 2H), 3,51-3,42 (m, 2H),
3,18-3,11 (m, 2H), 2,67-2,60 (m, 2H), 1,94-1,83 (m, 4H), 1,79-1,69 (m, 2H), 1,69-1,57
(m, 2H), 1,49-1,30 (m, 8H).

3C NMR (126 MHz, CDCls) 6 176,76, 164,82, 159,66, 153,10, 148,08, 139,21, 139,18,
132,72, 130,25, 127,99, 127,63, 127,04, 125,91, 125,00, 124,69, 124,28, 123,52, 117,88,
116,76, 114,58, 113,98, 112,01, 109,92, 57,15, 55,24, 53,37, 49,00, 39,08, 33,74, 31,84,
31,35,31,28, 30,11, 29,61, 29,45, 29,27, 29,07, 28,96, 26,80, 26,60, 24,06, 22,61, 22,39,
21,64.

HRMS: 617,3458 (vypoéitano pro: [C3oHasN4O3]" 617,3447)
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Chemicky nazev: N-{2-[(6-chlor-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-yl)amino]ethyl}-

1-[(4-methoxyfenyl)methyl]-4-ox0-1,4-dihydrochinolin-3-karboxamid (50)

Chemicka struktura:

Cl

Vytézek: 31 % (203 mg)
Vzhled: hnédé krystaly
Teplota tani: 162,5-164,0 °C

'H NMR (500 MHz, CDCl3) § 10,51-10,42 (m, 1H), 8,91 (s, 1H), 8,50 (dd, J = 8,1,
1,5 Hz, 1H), 8,02 (d, /= 9,1 Hz, 1H), 7,89 (d, J = 2,2 Hz, 1H), 7,64 (ddd, J = 8,7, 7,0,
1,6 Hz, 1H), 7,51-7,43 (m, 2H), 7,24 (dd, J = 9,1, 2,2 Hz, 1H), 7,15-7,08 (m, 2H),
6,91-6,85 (m, 2H), 5,42 (s, 2H), 3,83-3,78 (m, 4H), 3,78 (s, 3H), 3,02 (t, J= 5,9 Hz, 2H),
2,79-2,73 (m, 2H), 1,92-1,83 (m, 4H).

BC NMR (126 MHz, CDCls) & 176,68, 166,66, 159,77, 158,97, 151,23, 148,11, 139,25,
134,17, 132,96, 127,97, 127,63, 127,22, 126,70, 125,73, 125,32, 124,53, 124,27, 117,98,
116,79, 115,53, 114,70, 111,29, 57,27, 55,28, 40,21, 36,81, 36,78, 25,02, 22,91, 22,45.

HRMS: 567,2146 (vypocitano pro: [C33H32CIN4O3]" 567,2118)
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Chemicky nazev: N-{3-[(6-chlor-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-yl)amino]propyl} -
1-[(4-methoxyfenyl)methyl]-4-ox0-1,4-dihydrochinolin-3-karboxamid (5p)

GHa
OQ
Cl N
H H ol
N _~_N
| O O

N

Chemicka struktura:

Vytezek: 39 % (250 mg)

Vzhled: hnédé krystaly

Teplota tani: 95,4-96,1 °C

'H NMR (500 MHz, CDCls) § 10,26 (t, J = 6,3 Hz, 1H), 8,92 (s, 1H), 8,51 (dd, J = 8,0,
1,6 Hz, 1H), 8,03 (d, J=9,1 Hz, 1H), 7,90 (d, J = 2,2 Hz, 1H), 7,63 (ddd, J = 8,6, 7,0,
1,6 Hz, 1H), 7,50-7,43 (m, 2H), 7,29-7,22 (m, 1H), 7,14-7,07 (m, 2H), 6,91-6,82
(m, 2H), 5,43 (s, 2H), 3,77 (s, 3H), 3,67-3,55 (m, 4H), 3,03 (t,/= 6,2 Hz, 2H), 2,75 (t, J =
5,2 Hz, 2H), 1,95-1,84 (m, 6H).

3C NMR (126 MHz, CDCls) & 176,78, 165,93, 159,73, 151,21, 148,14, 139,25, 134,24,
132,91, 127,98, 127,79, 127,63, 127,15, 126,60, 125,79, 125,24, 124,45, 124,40, 118,15,
116,80, 115,77, 114,82, 114,66, 111,50, 57,27, 55,26, 45,19, 36,79, 36,76, 35,97, 31,58,
29,62, 24,97, 22,87, 22,43.

HRMS: 581,2294 (vypocitano pro: [C34H34CIN4O3]" 581,2275)
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Chemicky nazev: N-{4-[(6-chlor-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-yl)amino]butyl}-
1-[(4-methoxyfenyl)methyl]-4-ox0-1,4-dihydrochinolin-3-karboxamid (5q)

Chemicka struktura:

Cl

H O (0]
N\/\/\N
N | H | N
O
Ha

Cc

Vytézek: 45 % (228 mg)
Vzhled: hnédé krystaly
Teplota tani: 65,3-66,7 °C

'H NMR (500 MHz, CDCl3) § 10,15 (t, J = 5,8 Hz, 1H), 8,88 (s, 1H), 8,50 (dd, J = 8,1,
1,6 Hz, 1H), 7,91 (d, J=9,1 Hz, 1H), 7,85 (d, J = 2,2 Hz, 1H), 7,62 (ddd, J = 8,6, 7,0,
1,6 Hz, 1H), 7,49-7,42 (m, 2H), 7,24 (dd, J = 9,1, 2,2 Hz, 1H), 7,12-7,07 (m, 2H),
6,88-6,83 (m, 2H), 5,39 (s, 2H), 3,76 (s, 3H), 3,59-3,50 (m, 4H), 3,03-2,98 (m, 2H),
2,70-2,66 (m, 2H), 1,92-1,86 (m, 4H), 1,85-1,74 (m, 4H).

BC NMR (126 MHz, CDCl3) & 176,75, 165,02, 159,69, 159,21, 150,75, 148,06, 147,73,
139,21, 133,97, 132,79, 127,98, 127,63, 127,18, 127,10, 125,85, 125,11, 124,57, 124,23,
118,25, 116,75, 115,73, 114,62, 111,82, 57,20, 55,24, 49,08, 38,69, 33,79, 29,20, 27,04,
24,55, 22,82, 22,50.

HRMS: 595,2412 (vypocitano pro: [C3sH3sCIN4O3]" 595,2431)
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Chemicky nazev: N-{5-[(6-chlor-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-yl)amino]pentyl} -
1-[(4-methoxyfenyl)methyl]-4-ox0-1,4-dihydrochinolin-3-karboxamid (5r)

GHa
RSN
Cl N
H Ho
N~ ~N
| (@] (0]

Nx

Chemicka struktura:

Vytézek: 52 % (483 mg)

Vzhled: hnédy prasek

Teplota tani: nestanoveno, amorfni pevna latka

'HNMR (500 MHz, CDCl3) § 10,11 (t,J= 5,8 Hz, 1H), 8,89 (s, 1H), 8,53-8,48 (m, 1H),
7,96-7,91 (m, 2H), 7,62 (ddd, J = 8,6, 7,0, 1,6 Hz, 1H), 7,49-7,43 (m, 2H), 7,27-7,24
(m, 1H), 7,11-7,06 (m, 2H), 6,88-6,82 (m, 2H), 5,39 (s, 2H), 3,77 (s, 3H), 3,62-3,44
(m, 4H), 3,06-3,01 (m, 2H), 2,68-2,65 (m, 2H), 1,93-1,84 (m, 4H), 1,81-1,68 (m, 4H),
1,61-1,52 (m, 2H).

3C NMR (126 MHz, CDCI3) & 176,80, 165,00, 159,72, 151,22, 148,11, 139,24, 139,22,
132,80, 128,02, 127,64, 127,14, 125,87, 125,10, 124,69, 124,38, 116,77, 114,64, 114,01,
111,94, 57,22,55,27,49,27, 38,76, 36,82, 36,78, 31,22, 29,64, 29,61, 29,31, 29,28, 24,48,
24,29, 22,75, 22,35.

HRMS: 609,2593 (vypoéitano pro: [C3sHisCIN4Os]" 609,2588)
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Chemicky nazev: N-{6-[(6-chlor-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-yl)amino]hexyl} -
1-[(4-methoxyfenyl)methyl]-4-ox0-1,4-dihydrochinolin-3-karboxamid (5s)

Chemicka struktura:

Cl

H (@] (@)
N\/\/\/\
| N
N N
(@) :
Hs

C

Vytezek: 80 % (434 mg)
Vzhled: hnédy prasek
Teplota tani: nestanoveno, amorfni pevna latka

'H NMR (500 MHz, CDCls) & 10,06 (t, J = 5,7 Hz, 1H), 8,88 (s, 1H), 8,48 (dd, J = 8,1,
1,7 Hz, 1H), 7,90 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 7,86 (d, J = 2,2 Hz, 1H), 7,60 (ddd, J = 8,6, 7,0,
1,7 Hz, 1H), 7,47-7,39 (m, 2H), 7,23 (dd, J = 9,0, 2,2 Hz, 1H), 7,10-7,05 (m, 2H),
6,86-6,80 (m, 2H), 5,36 (s, 2H), 3,75 (s, 3H), 3,52-3,45 (m, 4H), 3,03-2,98 (m, 2H),
2,68-2,64 (m, 2H), 1,92-1,86 (m, 4H), 1,73-1,63 (m, 4H), 1,52-1,43 (m, 4H).

BC NMR (126 MHz, CDCl3) & 176,75, 164,85, 159,65, 159,04, 150,91, 148,06, 147,64,
139,19, 134,01, 132,71, 127,98, 127,60, 127,07, 125,88, 125,01, 124,62, 124,15, 118,12,
116,70, 115,43, 114,58, 111,97, 57,13, 55,22, 49,29, 38,87, 36,78, 33,71, 29,37, 26,65,
26,43, 24,47, 22,79, 22,47.

HRMS: 623,2768 (vypoitano pro: [Cs7HaoCIN4Os]" 623,2744)
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Chemicky nazev: N-{7-[(6-chlor-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-yl)amino]heptyl}-
1-[(4-methoxyfenyl)methyl]-4-ox0-1,4-dihydrochinolin-3-karboxamid (5t)

¢Ha

RSN

Cl N
N o~~~ N

| (@] (0]

Nx

Chemicka struktura:

Vytezek: 40 % (192 mg)

Vzhled: hnédé krystaly

Teplota tani: 82,0-84,7 °C

'H NMR (500 MHz, CDCl3) § 10,04 (t, J = 5,7 Hz, 1H), 8,89 (s, 1H), 8,49 (dd, J = 8,1,
1,6 Hz, 1H), 7,93-7,86 (m, 2H), 7,60 (ddd, J = 8,6, 7,0, 1,6 Hz, 1H), 7,47-7,39 (m, 2H),
7,24 (dd, J=9,0, 2,2 Hz, 1H), 7,13-7,04 (m, 2H), 6,87—-6,80 (m, 2H), 5,37 (s, 2H), 3,75
(s, 3H), 3,52-3,43 (m, 4H), 3,04-2,98 (m, 2H), 2,66-2,64 (m, 2H), 1,94-1,85 (m, 4H),
1,73-1,60 (m, 4H), 1,51-1,37 (m, 6H).

3C NMR (126 MHz, CDCl3) & 176,83, 164,88, 159,71, 159,16, 150,98, 148,15, 147,78,
139,27, 134,07, 132,76, 128,07, 127,66, 127,21, 127,15, 125,96, 125,05, 124,68, 124,20,
118,21, 116,76, 115,47, 114,65, 112,08, 57,21, 55,28, 49,51, 39,12, 36,84, 36,81, 33,81,
31,63, 29,67, 29,46, 28,96, 26,91, 26,73, 24,53, 22,87, 22,56.

HRMS: 637,2887 (vypocitano pro: [C3gHa2CIN4O3]" 637,2901)
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Chemicky nazev: N-{8-[(6-chlor-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-yl)amino]oktyl}-

1-[(4-methoxyfenyl)methyl]-4-ox0-1,4-dihydrochinolin-3-karboxamid (5u)

Chemicka struktura:

Cl

H (@) (@)
~ T

| N
N N
(@) :
Hj

C

Vytézek: 50 % (311 mg)
Vzhled: hnédé krystaly
Teplota tani: 54,6-56,7 °C

'H NMR (500 MHz, CDCls) & 10,05 (t, J = 5,7 Hz, 1H), 8,91 (s, 1H), 8,50 (dd, J = 8,1,
1,6 Hz, 1H), 7,90 (d, J= 9,1 Hz, 1H), 7,88 (d, J = 2,2 Hz, 1H), 7,64-7,58 (m, 1H), 7,43
(ddd, J = 8,1, 7,2, 6,1 Hz, 2H), 7,25 (dd, J = 9,1, 2,2 Hz, 1H), 7,12-7,07 (m, 2H),
6,88-6,82 (m, 2H), 5,38 (s, 2H), 3,77 (s, 3H), 3,51-3,44 (m, 4H), 3,05-2,99 (m, 2H),
2,69-2,64 (m, 2H), 1,93-1,88 (m, 4H), 1,70-1,61 (m, 4H), 1,48-1,30 (m, 8H).

BC NMR (126 MHz, CDCls) & 176,84, 164,88, 159,72, 159,36, 150,91, 148,19, 148,17,
139,27, 133,98, 132,75, 128,09, 127,67, 127,40, 127,21, 127,18, 125,98, 125,06, 124,66,
124,18, 118,32, 116,75, 114,66, 112,12, 57,22, 55,30, 49,62, 39,19, 36,85, 33,95, 31,72,
29,54, 29,15, 26,91, 24,54, 22,62.

HRMS: 651,3081 (vypocitano pro: [C3oHs4CIN4O3]" 651,3057)
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4 Biologické testovani

4.1 Ellmanova metoda

Inhibi¢ni aktivita novych hybridnich slouc¢enin byla stanovena pro lidskou
rekombinantni AChE (AAChE; EC 3.1.1.7) a lidskou plazmatickou BChE (ABChE; EC
3.1.1.8) pomoci Ellmanovy metody.

Tato spektofotometrickd metoda je zalozena na principu, kdy AChE a BChE
katalyzuji hydrolyzu sulfanylovych analogii acetylcholinu — acetylthiocholinu
a butyrylthiocholinu. Hydrolyza vede ke vzniku acetdtu ¢i butyratu a thiocholinu.
Thiocholin v pfitomnosti reaktivniho Ellmanova ¢inidla produkuje zluté zbarveny anion
(5-sulfanyl-2-nitrobenzoat); pravé toto zluté zbarveni miize byt spektrofotometricky

kvantifikovano (Schéma 6).>

CH Q CH
Mo L achemene S
/ \/\S CH, CH3COO + / \/\S_
HsC H,C
HS(:\N;CH3 2 NO2 ON s. COOH
~ N+ ON s _— CHy
HoC S cooH HOOG N
~ NO
HooC H3C/ CHj 2

Schéma 6. Princip Ellmanovy metody. Hydrolyza acetylthiocholinu cholinesterasami a nasledna reakce

thiocholinu s DTNB za vzniku Zluté zbarveného 5-sulfanyl-2-nitrobenzodtu. Prevzato z citace *°.

Reagencii pouzitymi pii stanoveni byly 5,5'-disulfandiylbis(2-nitrobenzoova
kyselina) (Ellmanovo ¢inidlo, DTNB), KH;PO4, KoHPO4, acetylthiocholin
a butyrylthiocholin (Sigma-Aldrich, Ceska republika). Méfeni bylo provedeno na
spektrofotometru Multi-mode microplate reader Synergy 2 (Vermont, USA) s pouZitim
polystyrenovych Nunc 96-jamkovych mikrotitracnich desti¢ek s plochym dnem
(ThermoFisher Scientific, USA). Testovani probihalo v prostfedi 0,1 M KH2PO4/K2HPO4
pufru s pH 7,4. Roztoky enzymil byly nafedény pufrem na aktivitu 2,0 U/ml. Testovaci
médium (100 pl) se skladalo z 40 pul 0,1 M fosfatového pufru (pH 7,4), 20 ul 0,01 M
DTNB, 10 pl enzymového roztoku,20 upl 0,01 M substratu (roztok jodidu
acetylthiocholinu) a 10 pl pfislusného inhibitoru. Zkusebni roztoky s inhibitorem byly

pfedem inkubovany 5 minut. Vlastni reakce byla zahajena okamzitym pifidanim 20 pl
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substratu. Stanoveni aktivity probihalo méfenim nértstu absorbance ve dvouminutovych
intervalech pii vinové délce 412 nm a za teploty 37 °C. Kazdé méteni bylo provedeno
ttikrat a vysledky byly zprimérovany. In vitro testovani inhibice #ZBChE bylo provedeno
stejnou metodou. Pro vyhodnoceni ziskanych dat byl v zdvéru pouzit software GraphPad

Prism 5 (San Diego, USA).

4.2 Stanoveni aktivity na M1 mAChRs

Aktivita novych hybridi byla stanovena méfenim koncentrace intracelularniho

vapniku za pomoci fluorescen¢niho indikéatoru Fluo-4.

Fluo-4 ptedstavuje fluorescencni barvivo pro kvantifikaci bunééné koncentrace
vapniku v rozsahu 100 nM az 1 uM, vykazuje vysokou emisi fluorescence a vysokou
miru permeace bun€k. Uvnitt zkoumané buniky vaze volné vapenaté ionty a méni tak svou

molekularni strukturu, kterou provazi detekovatelna zména optickych vlastnosti.>’

Meéieni probihalo dle standardnich postupi.®® K bunééné kultivaci byly pouzity
ovarialni buniky ¢inského kiecka exprimujici lidsky rekombinantni M1 mAChRs (ATCC,
USA). Kultivace probihala v ¢ernych neprihlednych 96-jamkovych destickach s ¢irym
dnem (Biotech, Ceské republika). Ca?" influx byl méfen &teckou desti¢ek Synergy HT
(Biotek, USA) pii excitacni a emisni vinové délce 485/20 nm, respektive 528/20 nm. Pro
generovani vyslednych dat byl pouzit GraphPad Prism 5.0 (San Diego, USA). Aktivita

novych sloucenin byla porovnana s BQCA.
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4.3 Vysledky testovani

Inhibi¢ni aktivita byla stanovena pro #/AChE a ABChE a hodnoty vyjadieny jako

ICso, tj. koncentrace, kterd je schopna snizit aktivitu cholinesteras o 50 %. U kazdé

slouceniny byla provedena tii nezavisla méfeni, z vyslednych hodnot byl spocitdn pramér

a vyjadfen v uM = se standardni chybou priméru (SEM). Dale byl urcen index selektivity
(SI) udavajici pomér ICso ABChE/ICso hAChE. Zméfena byla i zjisténa inhibi¢ni aktivita

novych slouc¢enin na M1 subtypu mAChRs a analogicky vyjadiena jako ICso. Vysledky

jsou uvedeny v Tabulce 1.

Tabulka 1. Vysledky stanoveni inhibicni aktivity. n d. = neprovedeno.

Sloutenina | P&'ka hAc:EE“'Ac” * | hBChEICs+ SI M1 ICs +
Fetézce M) SEM (uM) | (hBChE/hAChE) | SEM (uM)
7-MEOTA (1) | - 10+1,0 17,6 40,8 1,76 3,71+0,16
takrin (2) - 0,320,013 |0,0881 +0,0013 0,275 13+13,0
G'Ch"(’;;ak"" — 10,0176 +0,0005| 1,73 0,10 98,3 6,09+ 0,57
BQCA - >1000 + 0 >1000 + 0 n.d. n.d.
5a 2 2,64+0,14 | 0,408+0,023 0,155 3,71+0,31
5b 3 2,24+ 0,09 1,03 £ 0,03 0,46 2,48+ 0,24
5¢ 4 9,5+0,89 1,08 + 0,07 0,114 1,07 40,26
5d 5 8,02 £ 0,90 6,16 + 0,49 0,768 1,3740,18
Se 6 | 10,01+1,407 | 16,6+2,09 1,66 8,61 + 1,40
5f 7 1,53 £ 0,16 49,3+ 10,4 32,2 11,4 3,06
5g 8 | 7425+17,16 | 12,409 0,167 7,86+ 0,84
Sh 2 | 0,18740,007 |0,0589 +0,0012 0,315 0,658 + 0,087
5i 3 | 0,129+0,004 | 0,674%0,030 5,23 0,455 + 0,061
5 4 | 0,491+0,027 | 1,32+0,04 2,69 1,59 £ 0,19
5k 5 | 0,293+0,015 | 0,823+0,018 2,81 1,48+ 0,14
51 6 | 0,194+0,007 | 0,28+0,014 1,44 1,49 40,11
5m 7 | 0,194+0,008 | 1,19+0,06 6,13 2,14+ 0,27
5n 8 | 0,768+0,041 | 1,28+0,04 1,67 2,05+0,14
50 2 |0,0745 +0,0031 | 0,0833 + 0,0050 1,12 4,23+0,66
5p 3 |0,0419+0,0011| 3,72+0,13 88,8 4,01+0,26
5q 4 |0,0896+0,0029| 3,12+0,26 34,8 411+0,31
5r 5 0,180,011 | 7,74+0,57 43 3,27+ 0,22
5s 6 |0,0941+0,0040| 13,4%1,0 142 2,78 0,30
5t 7 10,0517+0,0034| 3,34+0,25 64,6 5,35 + 0,63
5u 8 | 0,119+0,007 | 37,2+216 312 9,45+ 0,76
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5 Diskuze

Cilem diplomové prace bylo pfipravit sérii novych hybridnich molekul spojujicich
AChEIs s pozitivnim alosterickym moduldtorem M1 mAChRs — BQCA. Design téchto
molekul byl navrzen v souladu se strategii MTDLs. Jako AChEIs byly pouzity takrin (2)
a jeho derivaty: 7-MEQOTA (1) a 6-chlortakrin (3). Syntéza probihala v nékolika krocich.
Nejprve byla podle publikovanych postupii piipravena molekula BQCA.>
V nasledujicich krocich byly opét podle jiz zvetejnénych a ovétenych postupti pripraveny
derivaty  9-chlor-1,2,3,4-tetrahydroakridinu  (3a-3¢), které byly substituovany
1,w-alkandiaminem za vzniku N-(c-aminoalkyl)takrinovych derivati (4a—4u).>>*
Vysledkem finalni syntézy je 21 novych sloucenin spojujicich BQCA s THA (5h—5n),
7-MEOTA (5a-5g) a 6-chlortakrinem (50—5u), jejichz biologickd aktivita byla

otestovdna a vyhodnocena.

Inhibi¢ni aktivita novych hybridii (Sa—5u) vici ChEs byla stanovena Ellmanovou
metodou, vyjadiena jako ICso a porovnana s inhibi¢ni aktivitou slouc¢enin vychozich (1),
(2), (3). Hodnoty ICso (1), (2), (3) koresponduji s hodnotami uvedenymi v ptedchozi
studii.®® VSechny nové derivaty prokézaly inhibi¢ni schopnost vici ob&ma ChEs
v mikromolarnim az submikromolarnim rozsahu. Slouceniny strukturné odvozené
od 7-MEOTA (5a—5g) vykazaly nejnizsi schopnost inhibice ZAChE s mikromolarnimi
hodnotami ICso. U hybridi odvozenych od THA (5h—5n) byla oproti (5a—5g) prokazana
vy$§i inhibicni aktivita. NejlepSich vysledkl inhibice ZAChE bylo dosaZeno u hybridi
odvozenych od 6-chlortakrinu (50—5u).

Z tady (5a—5g) ukazala nejvyssi inhibicni schopnost 5f; 6,5% vyss§i nez (1). Z fady
(5h—5n) pak 5i s inhibi¢ni aktivitou 2,5% vyssi nez (2). Z celé série prokazala nejvyssi
inhibi¢ni aktivitu slou€enina Sp (ICso =41,9 nM), jejiz schopnost inhibice ZAChE je 238x
vyssi nez (1), 7x vyS$$i nez (2), nicméné 2x nizsi nez (3). Nesubstituovany 6-chlortakrin
(3) tak zGstava nejsilngjSim testovanym inhibitorem AAChE. Toto zjisténi koreluje
s vysledkem piedchozi studie.” Ze studia vztahu struktury a aginku (SAR) vyplyva, Ze
pfitomnost atomu chloru na takrinovém skeletu zvySuje inhibi¢ni schopnost THA viici

AChE.

Stanovena byla také inhibi¢ni aktivita vic¢i ABChE. Z kazdé tady byla urcena

sloucenina s nejvysSim inhibi¢nim potencialem; jednalo se o Sa, Sh a So. Schopnost
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inhibice ABChE byla u 5a 43x vyss§i nez (1), u 5h 1,5x vyssi oproti (2) au S0 21x vyssi
nez (3). Pro inhibici ABChE tak byla vyhodnocena optimalni délka spojovaciho fetézce
na dva uhliky. Se zvySujicim se po¢tem uhlikl spojovaciho fetézce klesla aktivita o dva
fady. Nejvyssi inhibi¢ni schopnost vici ABChE projevily derivaty THA (Sh—5n), toto
zjisténi je v souladu s predchozimi studiemi.’® Derivaty (50—5u) inhibovaly pfevdzné
hAChE, coz Ize vysvétlit pfitomnosti atomu chloru v poloze 6 akridinového skeletu. Fakt,
Ze tato substituce v poloze 6 snizuje inhibi¢ni aktivitu vaci ABChE a naopak zvySuje

afinitu k AAChE, byl uvefejnén jiz dfive.*

U nove¢ piipravenych (5a—5u) i vychozich (1), (2), (3) sloucenin byla testovana
schopnost modulovat M1 mAChRs. Pozorovana aktivita byla srovnana s aktivitou
BQCA. Navzdory oc¢ekavani vysledky stanoveni ukazaly, Ze ackoliv afinita k receptoru
byla zachovana, nové slouceniny neptisobi zamyslenou potenciaci M1 mAChRs, ale
naopak jejich inhibici (antagonisticky efekt). To lze vysvétlit pravdépodobnou
pfevazujici orientaci takrinové ¢asti na M1 receptor. Inhibi¢ni aktivita (5a—Su) na M1
mAChRs byla zméfena a vyjadiena jako ICso. Hodnoty ICso se pohybovaly v fadech
mikromolti, pouze slouceniny Sh a S5i inhibovaly M1 mAChRs v nanomolarnich
hodnotach (ICso= 0,658 a 0,455 uM). Nejslab¢ji inhibovala M1 mAChRs sloucenina 5f
(ICso = 11,4 uM). Obecné¢ 1ze konstatovat, Ze se zvySujici se délkou spojovaciho fetézce

novych hybridi souvisi niz8i schopnost inhibice M1 mAChRs.

K celkovému hodnoceni série nove ptipravenych slou¢enin Ize uvést, Ze hybridizace
vedla u vybranych sloucenin ke zvyseni inhibice AChE, ale u vSech novych sloucenin
pravdépodobné zplsobila nezadouci inverzi u¢inku na M1 mAChRs. Tyto poznatky

budou zohlednény v dal$im vyzkumu MTDLs.
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6 Zavér

V ramci diplomové prace bylo v souladu se strategii MTDLs ptipraveno 21 novych
hybridnich molekul kombinujicich BQCA s THA, 7-MEOTA a 6-chlortakrinem pomoci
spojovaciho fetézce o poctu 2—8 uhlikl. Inhibi¢ni aktivita t€chto novych molekul vici
hAChE a hBChE byla testovana in vitro pomoci Ellmanovy kolorimetrické metody,
vysledky méfeni byly vyjadieny jako ICso a porovnany s ICso molekul vychozich — THA,
7-MEOTA a 6-chlortakrinem. Slou¢eniny vykazaly inhibi¢ni potencidl vi¢i AChE/BChE
v tfadech mikromolarnich a submikromolarnich hodnot I1Cso. Aktivita na M1 mAChRs
byla uréena méfenim koncentrace intracelularniho vapniku, z né¢hoz vyplynulo, ze nové
hybridy pisobi na mAChRs antagonisticky. Inhibi¢ni aktivita vi¢i mAChRs byla
u jednotlivych molekul zméfena, vyjadiena jako ICso a byly zaznamenény jeji zmény

v zavislosti na délce spojovaciho fetézce.

52



7 Seznam citované literatury

(1)

(2)

&)

4)

()

(6)

(7)

(8)

)

(10)

(11)
(12)

(13)

(14)

Cummings, J. L. Drug Therapy — Alzheimer’s Disease. N. Engl. J. Med. 2004, 351
(1), 56-67.

De-Paula, V. J.; Radanovic, M.; Diniz, B. S.; Forlenza, O. V. Alzheimer’s Disease.
Subcell. Biochem. 2012, 65, 329-352.

Goedert, M.; Spillantini, M. G. A Century of Alzheimer’s Disease. Science 2006,
314 (5800), 777-781.

Kalvach, Z.; Zadak, Z.; Jirak, R.; Zavazalova, H.; Sucharda P. et al. Geriatrie a
gerontologie. 1. vyd., Grada, Praha 2004. ISBN 80-247-0548-6

Steele, C.; Rovner, B.; Chase, G. A.; Folstein, M. Psychiatric Symptoms and
Nursing Home Placement of Patients with Alzheimer’s Disease. Am. J. Psychiatry
1990, /47 (8), 1049-1051.

Castellani, R. J.; Rolston, R. K.; Smith, M. A. Alzheimer Disease. Dis.-Mon. DM
2010, 56 (9), 484.

Reitz, C.; Brayne, C.; Mayeux, R. Epidemiology of Alzheimer Disease. Nat. Rev.
Neurol. 2011, 7 (3), 137-152.

Hickman, R. A.; Faustin, A.; Wisniewski, T. Alzheimer Disease and Its Growing
Epidemic: Risk Factors, Biomarkers, and the Urgent Need for Therapeutics.
Neurol. Clin. 2016, 34 (4), 941-953.

Ceska Alzheimerovska Spoleénost. Vyskyt demence. [cit. 2016-12-03]; dostupné
z http://www.alzheimer.cz/alzheimerova-choroba/vyskyt-demence/

Alzheimer’s Association. 2013 Alzheimer’s Disease Facts and Figures. Alzheimers
Dement. J. Alzheimers Assoc. 2013, 9 (2), 208-245.

Turner, R. S. Alzheimer’s Disease. Semin. Neurol. 2006, 26 (5), 499-506.
Blennow, K.; Leon, M. J. de; Zetterberg, H. Alzheimer’s Disease. The Lancet 2006,
368 (9533), 387-403.

Budson, A. E.; Solomon, P. R. New Diagnostic Criteria for Alzheimer’s Disease
and Mild Cognitive Impairment for the Practical Neurologist. Pract. Neurol. 2012,
12 (2), 88-96.

DeKosky, S. Epidemiology and Pathophysiology of Alzheimer’s Disease. Clin.
Cornerstone 2000, 3 (4), 15-26.

53



(15)

(16)

(17)

(18)

(19)

(20)

21)

(22)

(23)

(24)

(25)

(26)

27)

Silvestrelli, G.; Lanari, A.; Parnetti, L.; Tomassoni, D.; Amenta, F. Treatment of
Alzheimer’s Disease: From Pharmacology to a Better Understanding of Disease
Pathophysiology. Mech. Ageing Dev. 2006, 127 (2), 148—157.

Barage, S. H.; Sonawane, K. D. Amyloid Cascade Hypothesis: Pathogenesis and
Therapeutic Strategies in Alzheimer’s Disease. Neuropeptides 20185, 52, 1-18.
Imbimbo, B. P.; Lombard, J.; Pomara, N. Pathophysiology of Alzheimer’s Disease.
Neuroimaging Clin. N. Am. 2005, 15 (4), 727-753.

Vassar, R. BACE1 Inhibitor Drugs in Clinical Trials for Alzheimer’s Disease.
Alzheimers Res. Ther. 2014, 6 (9), 89.

Lessard, C. B.; Cottrell, B. A.; Maruyama, H.; Suresh, S.; Golde, T. E.; Koo, E. H.
v-Secretase Modulators and APH1 Isoforms Modulate y-Secretase Cleavage but
Not Position of g-Cleavage of the Amyloid Precursor Protein (APP). PloS One
2015, 70 (12), e0144758.

Hardy, J.; Selkoe, D. J. The Amyloid Hypothesis of Alzheimer’s Disease: Progress
and Problems on the Road to Therapeutics. Science 2002, 297 (5580), 353—-356.
Liu, C.-C.; Liu, C.-C.; Kanekiyo, T.; Xu, H.; Bu, G. Apolipoprotein E and
Alzheimer Disease: Risk, Mechanisms and Therapy. Nat. Rev. Neurol. 2013, 9 (2),
106-118.

Patterson, C.; Feightner, J. W.; Garcia, A.; Hsiung, G.-Y. R.; MacKnight, C.;
Sadovnick, A. D. Diagnosis and Treatment of Dementia: 1. Risk Assessment and
Primary Prevention of Alzheimer Disease. CMAJ Can. Med. Assoc. J. J. Assoc.
Medicale Can. 2008, 178 (5), 548-556.

Demetrius, L. A.; Magistretti, P. J.; Pellerin, L. Alzheimer’s Disease: The Amyloid
Hypothesis and the Inverse Warburg Effect. Front. Physiol. 2014, 5, 522.

Avila, J.; Lucas, J. J.; Perez, M.; Hernandez, F. Role of Tau Protein in Both
Physiological and Pathological Conditions. Physiol. Rev. 2004, 84 (2), 361-384.
Mandelkow, E.-M.; Mandelkow, E. Biochemistry and Cell Biology of Tau Protein
in Neurofibrillary Degeneration. Cold Spring Harb. Perspect. Med. 2012, 2 (7),
a006247.

Querfurth, H. W.; LaFerla, F. M. Alzheimer’s Disease. N. Engl. J. Med. 2010, 362
(4), 329-344.

Igbal, K.; Liu, F.; Gong, C.-X. Tau and Neurodegenerative Disease: The Story so
Far. Nat. Rev. Neurol. 2016, 12 (1), 15-27.

54



(28)

(29)

(30)

(1)

(32)

(33)

(34)

(35)

(36)

(37)

(38)

Terry, A. V.; Buccafusco, J. J. The Cholinergic Hypothesis of Age and Alzheimer’s
Disease-Related Cognitive Deficits: Recent Challenges and Their Implications for
Novel Drug Development. J. Pharmacol. Exp. Ther. 2003, 306 (3), 821-827.
Craig, L. A.; Hong, N. S.; McDonald, R. J. Revisiting the Cholinergic Hypothesis
in the Development of Alzheimer’s Disease. Neurosci. Biobehav. Rev. 2011, 35
(6), 1397-1409.

de la Torre, J. C. Three Postulates to Help Identify the Cause of Alzheimer’s
Disease. J. Alzheimers Dis. JAD 2011, 24 (4), 657—668.

Ferreira-Vieira, T. H.; Guimaraes, I. M.; Silva, F. R.; Ribeiro, F. M. Alzheimer’s
Disease: Targeting the Cholinergic System. Curr. Neuropharmacol. 2016, 14 (1),
101-115.

Silbernagl, S.; Despopoulos, A. Atlas fyziologie clovéka: preklad 8. nemeckého
vydani. 4. ¢eské vyd., Grada, Praha 2016. ISBN 978-80-247-4271-7
Mendiola-Precoma, J.; Berumen, L. C.; Padilla, K.; Garcia-Alcocer, G. Therapies
for Prevention and Treatment of Alzheimer’s Disease. BioMed Res. Int. 2016,
2016, 2589276.

Greenough, M. A.; Camakaris, J.; Bush, A. I. Metal Dyshomeostasis and Oxidative
Stress in Alzheimer’s Disease. Neurochem. Int. 2013, 62 (5), 540-555.

Leszek, J.; Trypka, E.; Tarasov, V. V.; Md Ashraf, G.; Aliev, G. Type 3 Diabetes
Mellitus: A Novel Implication of Alzheimer Disease. Curr. Top. Med. Chem. 2017.
Itzhaki, R. F.; Lathe, R.; Balin, B. J.; Ball, M. J.; Bearer, E. L.; Braak, H.; Bullido,
M. J.; Carter, C.; Clerici, M.; Cosby, S. L.; Del Tredici, K.; Field, H.; Fulop, T.;
Grassi, C.; Griffin, W. S. T.; Haas, J.; Hudson, A. P.; Kamer, A. R.; Kell, D. B.;
Licastro, F.; Letenneur, L.; Lovheim, H.; Mancuso, R.; Miklossy, J.; Otth, C.;
Palamara, A. T.; Perry, G.; Preston, C.; Pretorius, E.; Strandberg, T.; Tabet, N.;
Taylor-Robinson, S. D.; Whittum-Hudson, J. A. Microbes and Alzheimer’s
Disease. J. Alzheimers Dis. 2016, 51 (4), 979-984.

de los Rios, C. Cholinesterase Inhibitors: A Patent Review (2007 - 2011). Expert
Opin. Ther. Pat. 2012, 22 (8), 853—-869.

Pohanka, M. Acetylcholinesterase Inhibitors: A Patent Review (2008 - Present).
Expert Opin. Ther. Pat. 2012, 22 (8), 871-886.

55



(39)

(40)

(41)

(42)

(43)

(44)

(45)

(46)

(47)

(48)

(49)

Colovic, M. B.; Krstic, D. Z.; Lazarevic-Pasti, T. D.; Bondzic, A. M.; Vasic, V. M.
Acetylcholinesterase  Inhibitors: Pharmacology and Toxicology. Curr.
Neuropharmacol. 2013, 11 (3), 315-335.

Chen, X.; Wehle, S.; Kuzmanovic, N.; Merget, B.; Holzgrabe, U.; Konig, B.;
Sotriffer, C. A.; Decker, M. Acetylcholinesterase Inhibitors with Photoswitchable
Inhibition of B-Amyloid Aggregation. ACS Chem. Neurosci. 2014, 5 (5), 377-389.
Singh, M.; Kaur, M.; Kukreja, H.; Chugh, R.; Silakari, O.; Singh, D.
Acetylcholinesterase Inhibitors as Alzheimer Therapy: From Nerve Toxins to
Neuroprotection. Eur. J. Med. Chem. 2013, 70, 165—188.

Pohanka, M. Cholinesterases, a Target of Pharmacology and Toxicology. Biomed.
Pap. Med. Fac. Univ. Palacky Olomouc Czechoslov. 2011, 155 (3), 219-229.
Anand, P.; Singh, B. A Review on Cholinesterase Inhibitors for Alzheimer’s
Disease. Arch. Pharm. Res. 2013, 36 (4), 375-399.

Zemek, F.; Drtinova, L.; Nepovimova, E.; Sepsova, V.; Korabecny, J.; Klimes, J.;
Kuca, K. Outcomes of Alzheimer’s Disease Therapy with Acetylcholinesterase
Inhibitors and Memantine. Expert Opin. Drug Saf. 2014, 13 (6), 759-774.
Soukup, O.; Jun, D.; Zdarova-Karasova, J.; Patocka, J.; Musilek, K.; Korabecny,
J.; Krusek, J.; Kaniakova, M.; Sepsova, V.; Mandikova, J.; Trejtnar, F.; Pohanka,
M.; Drtinova, L.; Pavlik, M.; Tobin, G.; Kuca, K. A Resurrection of 7-MEOTA: A
Comparison with Tacrine. Curr. Alzheimer Res. 2013, 10 (8), 893-906.
Spilovska, K.; Korabecny, J.; Nepovimova, E.; Dolezal, R.; Mezeiova, E.; Soukup,
O.; Kuca, K. Multitarget Tacrine Hybrids with Neuroprotective Properties to
Confront Alzheimer’s Disease. Curr. Top. Med. Chem. 2017, 17 (9), 1006-1026.
Parsons, C. G.; Danysz, W.; Dekundy, A.; Pulte, I. Memantine and Cholinesterase
Inhibitors: Complementary Mechanisms in the Treatment of Alzheimer’s Disease.
Neurotox. Res. 2013, 24 (3), 358-369.

Cavalli, A.; Bolognesi, M. L.; Minarini, A.; Rosini, M.; Tumiatti, V.; Recanatini,
M.; Melchiorre, C. Multi-Target-Directed Ligands to Combat Neurodegenerative
Diseases. J. Med. Chem. 2008, 51 (3), 347-372.

Michalska, P.; Buendia, I.; Del Barrio, L.; Leon, R. Novel Multitarget Hybrid
Compounds for the Treatment of Alzheimer’s Disease. Curr. Top. Med. Chem.

2017, 17 (9), 1027-1043.

56



(50)

(1)

(52)

(53)

(54)

(55)

(56)

(57)

(58)

Jiang, S.; Li, Y.; Zhang, C.; Zhao, Y.; Bu, G.; Xu, H.; Zhang, Y.-W. M1 Muscarinic
Acetylcholine Receptor in Alzheimer’s Disease. Neurosci. Bull. 2014, 30 (2), 295—
307.

Decker, M.; Holzgrabe, U. M1 Muscarinic Acetylcholine Receptor Allosteric
Modulators as Potential Therapeutic Opportunities for Treating Alzheimer’s
Disease. Med. Chem. Commun. 2012, 3 (7), 752-762.

Fang, L.; Jumpertz, S.; Zhang, Y.; Appenroth, D.; Fleck, C.; Mohr, K.; Trankle,
C.; Decker, M. Hybrid Molecules from Xanomeline and Tacrine: Enhanced
Tacrine Actions on Cholinesterases and Muscarinic M1 Receptors. J. Med. Chem.
2010, 53 (5), 2094-2103.

Nepovimova, E.; Korabecny, J.; Dolezal, R.; Babkova, K.; Ondrejicek, A.; Jun, D.;
Sepsova, V.; Horova, A.; Hrabinova, M.; Soukup, O.; Bukum, N.; Jost, P.;
Muckova, L.; Kassa, J.; Malinak, D.; Andrs, M.; Kuca, K. Tacrine-Trolox Hybrids:
A Novel Class of Centrally Active, Nonhepatotoxic Multi-Target-Directed
Ligands Exerting Anticholinesterase and Antioxidant Activities with Low In Vivo
Toxicity. J. Med. Chem. 2015, 58 (22), 8985-9003.

Spilovska, K.; Korabecny, J.; Kral, J.; Horova, A.; Musilek, K.; Soukup, O.;
Drtinova, L.; Gazova, Z.; Siposova, K.; Kuca, K. 7-Methoxytacrine-
Adamantylamine Heterodimers as Cholinesterase Inhibitors in Alzheimer’s
Disease Treatment--Synthesis, Biological Evaluation and Molecular Modeling
Studies. Mol. Basel Switz. 2013, 18 (2), 2397-2418.

Amarante, G. W.; Benassi; M., Pascoal, R. N.; Eberlin; M. N.; Coelho, F.
Mechanism and synthesis of pharmacologically active quinolones from Morita—
Baylis—Hillman adducts. Tetrahedron 2010, 66(24), 4370-4376.

Ellman, G. L.; Courtney, K. D.; Andres, V.; Feather-Stone, R. M. A New and Rapid
Colorimetric Determination of Acetylcholinesterase Activity. Biochem.
Pharmacol. 1961, 7, 88-95.

Gee, K. R.; Brown, K. A.; Chen, W. N.; Bishop-Stewart, J.; Gray, D.; Johnson, 1.
Chemical and Physiological Characterization of Fluo-4 Ca(2+)-Indicator Dyes.
Cell Calcium 2000, 27 (2), 97-106.

Watt, M. L.; Schober, D. A.; Hitchcock, S.; Liu, B.; Chesterfield, A. K.; McKinzie,
D.; Felder, C. C. Pharmacological Characterization of LY593093, an M1

57



(59)

(60)

Muscarinic Acetylcholine Receptor-Selective Partial Orthosteric Agonist. J.
Pharmacol. Exp. Ther. 2011, 338 (2), 622—632.

Nepovimova, E.; Uliassi, E.; Korabecny, J.; Pefia-Altamira, L. E.; Samez, S.;
Pesaresi, A.; Garcia, G. E.; Bartolini, M.; Andrisano, V.; Bergamini, C.; Fato, R.;
Lamba, D.; Roberti, M.; Kuca, K.; Monti, B.; Bolognesi, M. L. Multitarget Drug
Design Strategy: Quinone-Tacrine Hybrids Designed to Block Amyloid-$3
Aggregation and to Exert Anticholinesterase and Antioxidant Effects. J. Med.
Chem. 2014, 57 (20), 8576-8589.

Munoz-Ruiz, P.; Rubio, L.; Garcia-Palomero, E.; Dorronsoro, I.; del Monte-
Millan, M.; Valenzuela, R.; Usan, P.; de Austria, C.; Bartolini, M.; Andrisano, V.;
Bidon-Chanal, A.; Orozco, M.; Luque, F. J.; Medina, M.; Martinez, A. Design,
Synthesis, and Biological Evaluation of Dual Binding Site Acetylcholinesterase
Inhibitors: New Disease-Modifying Agents for Alzheimer’s Disease. J. Med.
Chem. 2005, 48 (23), 7223-7233.

58



